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Proteínas e compostos fenólicos podem interagir, resultando em alterações nas 
propriedades funcionais e nutricionais de ambos. O efeito da complexação do 
isolado proteico de soro de leite (IPS) e ácido cafeico (AC) ou epigalocatequina 
galato (EGCG) na atividade antioxidante (AA) e digestibilidade foram investigados.  
Os complexos foram obtidos pela mistura de soluções de IPS, AC e EGCG com 
ajuste de pH para 3,5 (IPS:AC-3,5; IPS:EGCG-3,5) e 7,0 (IPS:AC-7,0; IPS:EGCG-
7,0). A concentração do IPS foi fixada enquanto a do composto fenólico variou para 
obter-se relações molares proteína:composto fenólico 1:1, 1:0,5, 1:0,2 e 1:0,1. IPS, 
AC e EGCG, em igual concentração à dos complexos, também foram avaliadas 
antes e após a digestão in vitro. As amostras foram avaliadas por SDS-PAGE e 
fluorescência intrínseca. A digestibilidade foi determinada pelo nitrogênio solúvel em 
TCA 13,3%. Perfil de massa molecular (MM) e hidrofilicidade dos digeridos e seus 
respectivos controles foram avaliadas por SDS-PAGE/Tricina e CLAE-FR. Teor de 
substâncias redutoras do reagente de Folin-Ciocalteu (SRRFC), poder de redução 
do íon ferro (FRAP) e capacidade de absorção do radical oxigênio (ORAC) foram 
determinados antes e após a digestão in vitro. Concentrações crescentes de 
compostos fenólicos resultaram em diminuição da fluorescência do IPS, sugerindo 
que a interação proteína-composto fenólico resultou em mudança conformacional da 
proteína. SDS-PAGE não apresentou modificações do perfil de MM do IPS após a 
complexação, sugerindo que interações não covalentes foram as mais importantes 
para complexação. SRRFC e FRAP apresentaram aumento dos valores à medida 
que a concentração dos compostos fenólicos aumentaram. Os complexos não 
apresentaram aumento nos valores de ORAC com o aumento da concentração de 
compostos fenólicos, indicando que a presença de AC ou EGCG apresentou menor 
impacto na AA por este método. Os complexos IPS:EGCG obtidos em pH 3,5 
apresentaram resultados superiores aos obtidos em pH 7,0, tanto antes quanto após 
a digestão. A complexação na maioria das condições estudadas resultou na 
supressão da AA dos compostos, possivelmente devido às interações hidrofóbicas e 
ligações de H entre eles, diminuindo o número de sítios disponíveis para expressar 
AA. A digestibilidade dos complexos foi similar à do IPS (83%) (p<0,05), exceto para 
o IPS:AC-7,0, que foi significativamente menor (p<0,05). Os perfis eletroforéticos do 
IPS:AC-7,0 e IPS:EGCGG apresentaram maior intensidade da banda da β-Lg que o 
IPS, sugerindo diminuição da proteólise desta fração proteica. Os resultados de 
CLAE-FR sugerem que os compostos fenólicos, quando nos complexos com IPS, 
foram protegidos da degradação nas condições da digestão in vitro. Os 
cromatogramas dos complexos digeridos apresentaram perfis de peptídeos com 
maior hidrofilicidade do que o IPS. Isso sugere que a presença de compostos 
fenólicos e o pH de complexação afetaram na clivagem da proteína, resultando em 
diferente perfil de peptídeos. De maneira geral, a complexação de proteínas com 
compostos fenólicos pode melhorar a estabilidade dos compostos fenólicos no 
ambiente gastrointestinal simulado, além de apresentar potencial antioxidante, 
podendo ser uma alternativa interessante para a obtenção de produtos funcionais. 
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Proteins and phenolic compounds may interact, leading to changes in functional and 
nutritional properties of both compounds. The effects of whey proteins (WPI) and 
caffeic acid (CA) or epigallocatechin gallate (EGCG) association on antioxidant 
activity (AA) and digestibility were investigated. Complexes were obtained by mixture 
of WPI, CA and EGCG stock solutions, with pH adjustment to 3.5 (WPI:CA-3.5; 
WPI:EGCG-3.5) or 7.0 (WPI:CA-7.0; WPI:EGCG-7.0). WPI concentration was fixed 
whereas the phenolic compound concentration varied to reach WPI:phenolic 
compound molar relations 1:1; 1:0.5, 1:0.2, and 1:0.1. WPI, CA and EGCG solutions 
containing the same concentration that in the complexes were also evaluated before 
and after in vitro digestion. Samples were evaluated by SDS-PAGE and intrinsic 
fluorescence. Digestibility was assessed by soluble nitrogen in 13.3% TCA. 
Molecular mass (MM) and hydrophilic profile of the digested and control samples 
were evaluated by SDS-PAGE/Tricine and RP-HPLC. Folin-Ciocalteau reagent 
reducing substances (FCRRS), ferric reducing antioxidant power (FRAP), and 
oxygen radical absorbance capacity (ORAC) were determined before and after in 
vitro digestion. Increasing concentrations of phenolic compound resulted in a 
decrease of WPI fluorescence, suggesting that protein-phenolic compound 
interaction caused a structural change in the protein. SDS-PAGE showed no 
modification of WPI MM profile after complexation, suggesting that non-covalent 
interactions were the most important ones for complexation. FCRRS and FRAP 
showed enhanced values as the phenolic concentration increased. Complexes 
showed no change on ORAC values as the phenolic compound concentration 
increased, indicating that the presence of CA and EGCG exerted a lower impact on 
AA measured by this method. WPI:EGCG complexes obtained at pH 3.5 showed 
higher values than at pH 7.0. The digestibility of the complexes were similar to WPI 
(83%) (p<0.05), except for WPI:CA-7.0, that was significantly lower (p<0.05). The 
electrophoretic profiles of WPI:CA-7.0 and WPI:EGCG showed higher intensity of the 
β-Lg band than WPI, suggesting a decrease of β-Lg proteolysis. RP-HPLC results 
suggests that the phenolic compounds, when in the complexes with the WPI, were 
protected from degradation under the in vitro digestion conditions. These findings 
suggest that the complexation at pH 3.5 and 7.0 improved CA and EGCG stability 
during the digestion, respectively. The chromatograms of digested complexes 
showed higher hydrophilicity peptides profile than the WPI. This suggests that the 
presence of phenolic compounds and pH of complexation affected the protein 
cleavage, resulting in different peptides profile. In conclusion, the complexation of 
proteins with phenolic compounds may increase the phenolic compound stability on 
the simulated gastrointestinal environment, and also present an antioxidant potential, 
which could be an interesting alternative to obtain functional products. 
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1 Introdução  
 
Para reduzir os processos oxidativos, os antioxidantes têm papel 
importante, tanto no corpo humano quanto em sistemas alimentares 
(SAMARANAYAKA; LI-CHAN, 2011). A maioria dos compostos considerados 
antioxidantes age na quebra da reação em cadeia, retardando ou minimizando  o 
processo oxidativo após seu desencadeamento (POWER; JAKEMAN; 
FITZGERALD, 2013). Os antioxidantes reagem com espécies reativas evitando que 
biomoléculas vitais sejam danificadas, sendo oxidados em produtos estáveis que 
não propagam reação em cadeia (POWER et al., 2013). 
Os compostos fenólicos, de maneira geral, são muito estudados por sua 
capacidade antioxidante e seus benefícios à saúde (HELAL et al., 2014; 
PAPADOPOULOU; FRAZIER, 2004). O ácido cafeico (AC) apresenta uma das 
maiores atividades antioxidantes entre os ácidos fenólicos (CHEN; HO, 1997; 
CONDE et al., 2011; GÜLÇIN, 2006). É encontrado em grande quantidade no café 
robusta (Coffea canephora) verde, de 6 a 10% (base seca) e também está presente 
nas frutas, principalmente nas cítricas (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009; 
RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997). Outra classe de compostos fenólicos de 
grande importância são os flavonoides, que apresentam potente atividade 
antioxidante e estão presentes principalmente no chá verde, originado da Camellia 
sinensis (LEENEN et al., 2000). Dentre os flavonoides do chá verde, 80% são 
representados pelas catequinas (HIGDON; FREI, 2003), entre elas, a 
epigalocatequina galato (EGCG), encontrada em maior quantidade no chá verde 
(LEENEN et al., 2000). 
Outros componentes que apresentam interesse por suas atividades 
antioxidantes são as proteínas do soro do leite, que são excelentes precursores de 
peptídeos bioativos (BRANDELLI; DAROIT; CORRÊA, 2015; HSIEH et al., 2015). 
As proteínas e os compostos fenólicos podem interagir levando à 
formação de complexos solúveis ou insolúveis (PAPADOPOULOU; FRAZIER, 2004). 
A complexação proteína-composto fenólico, por sua vez, pode apresentar resultados 
benéficos, aumentando a atividade antioxidante das proteínas devido à modificação 
de sua conformação estrutural, facilitando o acesso das espécies reativas aos 
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centros nucleofílicos proteicos previamente inacessíveis devido aos impedimentos 
estéricos (SAMARANAYAKA; LI-CHAN, 2011). Outro resultado benéfico está 
associado à ação da proteína como carreador de compostos fenólicos ao longo do 
trato digestório, por ser capaz de protegê-los da degradação oxidativa (JAKOBEK, 
2015). Por outro lado, a supressão da bioatividade dos polifenóis também pode 
ocorrer (BANDYOPADHYAY; GHOSH; GHOSH, 2012), devido sua interação com as 
proteínas, o que pode levar à inibição da sua capacidade de desativação de 
espécies reativas  (DUBEAU; SAMSON; TAJMIR-RIAHI, 2010).  
As interações proteína-composto fenólico podem levar à alterações da 
atividade antioxidante, digestibilidade e propriedades funcionais e nutricionais do 
produto formado, assim como da biodisponibilidade destes componentes 
(JAKOBEK, 2015; OZDAL; CAPANOGLU; ALTAY, 2013). Dessa maneira, torna-se 
importante a avaliação do efeito da complexação na digestibilidade e atividade 
antioxidante. Para isso, metodologias que simulam a digestão gastrointestinal são 
importantes para caracterizar e esclarecer alterações estruturais dos componentes 
alimentícios sob condições fisiológicas, além de fornecer informações sobre como o 
processo digestivo pode interferir na bioatividade dos produtos obtidos (AURA, 2005; 
BURG-KOOREVAAR; MIRET; DUCHATEAU, 2011; MINEKUS et al., 2014; OZDAL; 
CAPANOGLU; ALTAY, 2013).  
Para a avaliação da capacidade redutora e antioxidante, ensaios 
baseados na reação de transferência de elétrons (SET), como teor de substâncias 
redutoras do reagente Folin-Ciocalteu (SRRFC), e poder de redução do íon ferro 
(FRAP, em inglês Ferric Reducing Antioxidant Power); ou baseados na reação de 
transferência de átomo de hidrogênio (HAT), como capacidade de absorção do 
radical oxigênio (ORAC, do inglês Oxygen Radical Absorption Capacity), vêm sendo 
amplamente utilizados  (MAGALHÃES et al., 2008; MEDINA, 2011; OU et al., 2002). 
O presente estudo teve como objetivo caracterizar os complexos obtidos 
com as proteínas do isolado proteico de soro de leite (IPS) associadas ao ácido 
cafeico (AC) e à epigalocatequina galato (EGCG) e avaliar o efeito da complexação 
destes compostos na atividade antioxidante antes e após o processo de digestão in 
vitro, e na digestibilidade proteica. 
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2 Objetivos     
 
2.1 Objetivos gerais 
Estudar o efeito da complexação das proteínas do isolado de soro de leite 
com compostos fenólicos na atividade antioxidante e digestibilidade das proteínas.  
 
2.2 Objetivos específicos 
 Obter e caracterizar complexos com isolado proteico de soro de leite -  
ácido cafeico e isolado proteico de soro de leite - epigalocatequina galato. 
 
 Avaliar o efeito da complexação na digestão in vitro das proteínas de 
soro de leite. 
 
 Avaliar o efeito da complexação na atividade antioxidante in vitro, antes 

















3 Revisão bibliográfica 
 
3.1 Proteínas de soro de leite  
 
As proteínas do leite podem ser classificadas de acordo com a sua 
solubilidade, sendo que as proteínas que permanecem solúveis em pH 4,6 a 20 oC 
são classificadas em proteínas de soro de leite, as quais correspondem a 20% do 
total proteico do leite (FOX, 2001). Entre as principais proteínas do soro de leite 
estão a β-lactoglobulina (β-Lg), perfazendo 50% do total de proteínas de soro de 
leite, α-lactoalbumina (α-La), 20%, albumina do soro bovino (BSA), 10%, e 
imunoglobulinas (Ig) também 10%, sendo que as demais proteínas estão presentes 
em menores quantidades (FOX, 2001).  
As proteínas do soro de leite são excelentes precursoras de peptídeos 
bioativos e aminoácidos importantes para a nutrição humana e prevenção de 
doenças, devido ao elevado conteúdo de aminoácidos essenciais e de cadeia 
ramificada (HOFFMAN; FALVO, 2004; HSIEH et al., 2015). As proteínas do soro de 
leite apresentam componentes biologicamente ativos que proporcionam benefícios 
para aumentar as funções biológicas (HOFFMAN; FALVO, 2004), sendo 
classificadas como proteínas de alta qualidade devido sua composição 
aminoacídica, digestibilidade e biodisponibilidade (MCGREGOR; POPPITT, 2013).  
A β-Lg possui massa molecular de 18,3 kDa e contem dois resíduos 
cistina e um resíduo de cisteína (MCKENZIE; RALSTON; SHAW, 1972). Pertence à 
família lipocalina, sendo que alguns membros desta classe são conhecidos como 
carreadores de moléculas hidrofóbicas (LIVNEY, 2010). Esta função é controlada 
pelos bolsões hidrofóbicos e pelos domínios de superfície da proteína (FENNEMA; 
DAMODARAN; PARKIN, 2010). A β-Lg contém um bolsão hidrofóbico na superfície 
entre a α-hélice e o motivo estrutural β que possibilita a ligação com moléculas 
hidrofóbicas pequenas (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010). 
A α-La, segunda proteína mais presente no isolado proteico de soro de 
leite (IPS), é quase esférica, muito compacta, com 123 resíduos de aminoácidos, 
14,4 kDa e na sua estrutura apresenta quatro ligações dissulfeto, quatro α-hélices, 
uma folha β antiparalela e várias hélices 310, que são similares às α-hélices, porém, 
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apresentam menor quantidade de resíduos por volta  (FENNEMA; DAMODARAN; 
PARKIN, 2010; LEVINE et al., 2015). 
Em menores quantidades estão presentes a BSA, as imunoglobulinas, a 
lactoferrina, entre outras minoritárias. A BSA contém 583 resíduos de aminoácidos e 
massa molecular de 66,43 kDa (HIRAYAMA et al., 1990). A sua estrutura molecular 
apresenta três domínios globulares, contendo 17 ligações dissulfeto e um grupo tiol 
livre (WALSTRA, P.; WALSTRA, PIETER; WOUTERS, JAN T. M. ; GEURTS et al., 
2005). As imunoglobulinas são anticorpos sintetizados em resposta à estimulação 
por antígenos específicos (WALSTRA, P.; WALSTRA, PIETER; WOUTERS, JAN T. 
M. ; GEURTS et al., 2005), que também fazem parte dos principais fatores de 
proteção imune do neonato (FOX, 2001). A lactoferrina é uma glicoproteína da 
família das transferrinas, contendo 703 resíduos de aminoácidos e massa molecular 
de 80 kDa (WANG, 2016), sendo um elemento importante para o sistema imune, e 
para proteção contra infecções e inflamações excessivas (PUDDU; VALENTI; 
GESSANI, 2009).  
As proteínas do soro de leite possuem várias aplicações na indústria de 
alimentos, tais como emulsificantes, suplementos esportivos, fórmulas nutricionais e 
infantis (HOFFMAN; FALVO, 2004). Essas proteínas podem ser concentradas ou 
isoladas, sendo que o isolado proteico de soro de leite (IPS) apresenta maior 
concentração de proteína e baixas concentrações de gordura e lactose, que são 
removidas durante o processo de obtenção (HOFFMAN; FALVO, 2004).  
 
3.2 Compostos fenólicos 
 
 Compostos fenólicos são metabólitos secundários de plantas (JAKOBEK, 
2015), importantes componentes produzidos para protegê-las da agressão por 
patógenos, do estresse fotossintético, e de espécies reativas de oxigênio (DAS et al., 
2012; FARAH; DONANGELO, 2006). Eles são os fitoquímicos mais comuns e 
amplamente distribuídos em frutas e vegetais (BRAVO, 1998). 
Há evidências que o consumo de compostos fenólicos pode proporcionar 
efeitos benéficos à saúde (MANACH et al., 2004). O consumo de alimentos ricos 
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nesses compostos está associado à diminuição do estresse oxidativo devido sua 
atividade anti-inflamatória e antioxidante, reduzindo o risco de câncer, infarto, 
doenças coronarianas e distúrbios degenerativos (HELAL et al., 2014; 
PAPADOPOULOU; FRAZIER, 2004).  
Os compostos fenólicos apresentam grande variedade estrutural, sendo 
mais de 6000 substâncias identificadas (KROLL; RAWEL; ROHN, 2003). Os 
compostos fenólicos são classificados em diferentes grupos de acordo com o 
número de anéis fenólicos que contêm e grupos hidroxilas ligados a eles (CROZIER; 
JAGANATH; CLIFFORD, 2009). Estes compostos podem ser divididos em ácidos 
fenólicos (incluindo ácido hidroxibenzóico e hidroxicinâmico); flavonoides (incluindo 
flavonóis, flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas e flavanóis); lignanas e 
estilbenos (MANACH et al., 2004). Os flavonoides são os polifenóis mais abundantes 
na dieta, enquanto que os ácidos fenólicos representam cerca de um terço dos 
compostos fenólicos na dieta (PANDEY; RIZVI, 2009).  
A estrutura básica dos ácidos fenólicos e flavonoides pode ser observada 
na Figura 1. Os ácidos fenólicos se caracterizam por conter um anel benzênico, um 
grupamento carboxílico e um ou mais grupamentos hidroxila e/ou metoxila na 
molécula (ANGELO; JORGE, 2007). Os flavonoides possuem uma estrutura comum 
que consiste de dois anéis aromáticos, unidos por três átomos de carbonos, 
formando um anel heterocíclico (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009). 
 
 
Figura 1- Estrutura básica, esqueleto, classificação dos ácidos fenólicos e dos flavonoides. 




Os ácidos fenólicos derivados do ácido hidroxibenzóico incluem o ácido 
gálico, p-hidroxibenzóico, protocatecuico, vanílico e siríngico, e possuem esqueleto 
comum C6-C1.  Já os derivados do ácido hidroxicinâmico possuem esqueleto C6–C3, 
apresentando como principais os ácidos cafeico, ferúlico, p-cumárico e sináptico 
(BRAVO, 1998). O ácido cafeico (AC) (Figura 2 A), na forma livre ou esterificada, é o 
ácido hidroxicinâmico mais abundante encontrado nos alimentos, correspondendo a 
75% ou mais dessa subclasse (MANACH et al., 2004). O café robusta (Coffea 
canephora) verde contém de 6 a 10% (base seca) de AC, sendo considerado 
excelente fonte deste ácido fenólico. Durante o processo de torrefação do café, 
ocorre destruição progressiva do AC e sua transformação em ácido clorogênico, que 
ocorre pela esterificação com ácido quínico, mas quantidades significantes de AC 
ainda permanecem (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009). O AC também está 
presente nas frutas, principalmente em frutas com sabores ácidos, como as cítricas 
(PANDEY; RIZVI, 2009; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997). O AC 
apresentou maior capacidade antioxidante que o ácido ferúlico em análises 
realizadas pelo método ORAC, e a esterificação do AC teve como consequência a 
redução da sua capacidade antioxidante (DÁVALOS; GÓMEZ-CORDOVÉS; 
BARTOLOMÉ, 2004). 
Outra classe importante de compostos fenólicos consumidos na dieta são 
os flavonoides, presentes em grandes quantidades no chá verde originado da 
Camellia sinensis (LEENEN et al., 2000). Os polifenóis do chá verde representam 
30% do seu peso seco (CHACKO et al., 2010). As catequinas representam 
aproximadamente 80% do total de flavonoides do chá verde (HIGDON; FREI, 2003), 
sendo a epigalocatequina galato (EGCG) (Figura 2 B) a catequina majoritária 
(LEENEN et al., 2000). 
A produção do chá verde é iniciada pelo processo de aquecimento, que 
destrói a enzima polifenol oxidase, responsável pela conversão dos flavanóis das 
folhas em compostos fenólicos escuros que levam a cor do chá preto (CABRERA et 
al., 2006). A sua composição pode variar com o clima, estação, práticas agrícolas,  
variedade e idade da planta, assim como a maneira das folhas serem processadas 




Figura 2- Estrutura química do ácido cafeico (A) e epigalocatequina galato (B), 
respectivamente. Adaptado de Ozdal, Capanoglu e Altay (2013) e Kanakis et al. (2011). 
        
3.3 Interação proteína - composto fenólico  
 
As proteínas e compostos fenólicos podem interagir, levando à formação 
de complexos solúveis ou insolúveis (PAPADOPOULOU; FRAZIER, 2004). A 
complexação pode resultar em alterações na estrutura, propriedades nutricionais e 
funcionais (OZDAL; CAPANOGLU; ALTAY, 2013), e influenciar as atividades 
biológicas das proteínas, disponibilidade de certos aminoácidos e a digestibilidade 
proteica (JAKOBEK, 2015).  
A interação proteína-composto fenólico pode formar complexos que 
envolvem o empilhamento dos grupos aromáticos da proteína e do composto 
fenólico e/ou a interação dos grupamentos hidroxila dos polifenóis com as cadeias 
proteicas, levando à alteração das estruturas terciária e quaternária da proteína 
(BANDYOPADHYAY; GHOSH; GHOSH, 2012). 
Resíduos de prolina são capazes de acomodar tanto interações 
hidrofóbicas quanto ligações de hidrogênio, sendo o sítio preferido de fixação para 
os compostos fenólicos (BOHIN, 2013). Proteínas ricas em prolina se associam 
fortemente com polifenóis, pois suas estruturas são maiores e hidrofóbicas, além de 
apresentar conformação mais aberta e flexível (WORD et al., 1994). Além da prolina, 
essas interações também ocorrem com resíduos de fenilalanina, entretanto, na 
maioria das proteínas, estes resíduos estão internalizados e, portanto, não 
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disponíveis como sítio de ligação (ILLIAMSON et al., 2002). Proteínas globulares, 
por sua vez, possuem menor afinidade pelos polifenóis devido à estrutura altamente 
enovelada, com menor exposição dos sítios de ligação (WORD et al., 1994).  
Os polifenóis podem se ligar reversivelmente com as proteínas por meio 
de ligações de hidrogênio, Van der Waals e hidrofóbica, ou irreversivelmente, por 
meio de ligações covalentes (OZDAL; CAPANOGLU; ALTAY, 2013). Os ácidos 
fenólicos são doadores e receptores de ligações de hidrogênio, sendo capazes de 
formar tanto ligações eletrostáticas como de hidrogênio com as proteínas 
(STOJADINOVIC et al., 2013).  
A interação proteína-composto fenólico pode levar à diminuição da 
hidrofobicidade superficial da proteína devido à alterações das estruturas  
secundária e terciária da proteína, influenciando as propriedades de superfície das 
moléculas, fazendo com que elas fiquem mais hidrofílicas (RAWEL et al., 2002). 
Esses fatores acabam por alterar propriedades hidrofóbicas/ hidrofílicas, e 
consequentemente afetam a solubilidade e propriedades funcionais, como 
emulsificação, formação de espuma, e formação de gel (RAWEL et al., 2002). 
As interações proteína-composto fenólico podem ser afetadas por 
algumas condições, como temperatura, pH, entre outras. O aumento da temperatura 
pode levar à abertura da estrutura proteica, facilitando sua interação com o 
composto fenólico e promovendo interações hidrofóbicas entre os compostos 
(OZDAL; CAPANOGLU; ALTAY, 2013). O pH pode afetar a interação proteína-
composto fenólico, devendo ser diferente do valor do ponto isoelétrico (pI) da 
proteína para que não haja agregação proteica, impedindo a complexação (NACZK 
et al., 2006). A composição aminoacídica da proteína, o pI e a hidrofobicidade 
resultam em diferentes afinidades e ligações com os compostos fenólicos (OZDAL; 
CAPANOGLU; ALTAY, 2013). As razões molares proteína:composto fenólico 
(PRIGENT et al., 2003), o tipo de composto fenólico, massa molecular, grau de 
metilação, hidroxilação, glicosilação e hidrogenação dos compostos fenólicos 
também são alguns fatores que podem interferir em como os compostos fenólicos e 
as proteínas vão interagir (OZDAL; CAPANOGLU; ALTAY, 2013). 
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A interação de alguns compostos fenólicos mais comuns, como 
epigalocatequina-3-galato, ácido clorogênico e ferúlico, com a β-Lg, mostrou 
predominância de ligações não-covalentes e o tipo de ligação foi dependente do tipo 
de composto fenólico associado à proteína (JIA et al., 2017). Interação de van der 
Waals e ligações de hidrogênio são as principais formas de interação da β-Lg com 
os ácidos clorogênico e ferúlico, enquanto as interações hidrofóbicas e ligações de 
hidrogênio têm papel mais importante na interação entre a β-Lg e epigalocatequina-
3-galato (JIA et al., 2017; ZORILLA et al., 2011). 
Para avaliar a interação entre a proteína e o composto fenólico, a técnica 
de espectroscopia de fluorescência tem sido muito utilizada (YE et al., 2013). A 
fluorescência intrínseca da proteína é uma propriedade que possibilita a 
investigação da estrutura, função e reatividade das proteínas e de outras moléculas 
biológicas em solução (ZORILLA et al., 2011). A intensidade da fluorescência pode 
diminuir, ocorrendo extinção da fluorescência (ou quenching), devido a diferentes 
mecanismos como colisão molecular, formação de complexo em seu estado 
fundamental (ground-state), reação de excitação, rearranjo molecular ou 
transferência de energia (ZHANG et al., 2014a). O mecanismo exato pelo o qual 
ocorre o quenching da fluorescência ainda é incerto, mas pode ser devido a uma 
combinação de fatores, como o aumento da acessibilidade do solvente, redução das 
interações hidrofóbicas, mudanças na conformação da proteína, que podem ocorrer 
devido à interação da proteína com o ligante (EPPS et al., 1999).  
Fenilalanina, tirosina e triptofano são aminoácidos aromáticos e 
fluorescentes, sendo que este último é o fluoróforo intrínseco dominante 
(LAKOWICZ, 2006). A β-Lg, proteína majoritária do IPS, possui dois resíduos de 
triptofano (Trp), Trp 19 e Trp 61 (RENARD et al., 1998). O Trp 19 encontra-se em 
ambiente apolar na cavidade da β-Lg, e o Trp 61 está localizado próximo ao C 
terminal da proteína (ZORILLA et al., 2011). O Trp 19 tem emissão na região de 340 
nm, localizado no interior da β-Lg no final do cálice, contribuindo com 
aproximadamente 80% da fluorescência total (STOJADINOVIC et al., 2013).  
Em estudo realizado com resveratrol associado à β-Lg, a intensidade da 
fluorescência decaiu com o aumento da concentração do composto fenólico (LIANG; 
TAJMIR-RIAHI; SUBIRADE, 2008). A interação do resveratrol com a β-Lg tornou o 
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ambiente dos resíduos de triptofano mais hidrofílico devido à abertura da estrutura 
proteica (LIANG; TAJMIR-RIAHI; SUBIRADE, 2008). Em estudo de Zorilla et al. 
(2011), a interação com EGCG induziu a mudança estrutural da β-Lg, de dimérica 
para monomérica. A associação das proteínas do leite com EGCG também resultou 
na diminuição da intensidade de fluorescência, o que indica a formação de complexo 
(ALMAJANO; DELGADO; GORDON, 2007).  
 
3.4 Estresse oxidativo e ação dos antioxidantes 
 
Os organismos aeróbicos desenvolveram um sistema de defesa 
antioxidante para proteção contra os efeitos deletérios das espécies reativas 
(POWER et al., 2013). Este mecanismo é capaz de removê-las, promovendo um 
balanço entre a geração e desativação dessas espécies reativas pelo sistema 
antioxidativo endógeno (GÜLÇIN, 2006). Entretanto, quando ocorre um desbalanço 
entre a produção de radicais livres e a capacidade do organismo em desativá-los, 
devido ao excesso de radicais produzidos ou pelo enfraquecimento do sistema de 
defesa antioxidante, o organismo fica mais susceptível à oxidação, resultando no 
estresse oxidativo (GÜLÇIN, 2006; LIMÓN-PACHECO; GONSEBATT, 2009; 
PISOSCHI; NEGULESCU, 2011). Este desbalanço pode desencadear o 
envelhecimento e doenças como câncer, Alzheimer, Parkinson, diabetes, 
aterosclerose e artrite (AFZAL; SAFER; MENON, 2015; LI et al., 2014). Estudos 
epidemiológicos e clínicos associam fatores ambientais como a dieta e o estilo de 
vida ao desencadeamento do estresse oxidativo (LIMÓN-PACHECO; GONSEBATT, 
2009). Portanto, quando há um desbalanço no sistema de defesa, a necessidade por 
antioxidantes exógenos aumenta (PISOSCHI; NEGULESCU, 2011). 
Os compostos considerados antioxidantes são capazes de retardar ou 
minimizar o processo oxidativo em sistemas alimentares e no corpo humano  
(PISOSCHI; NEGULESCU, 2011; POWER et al., 2013; SAMARANAYAKA; LI-
CHAN, 2011). Em sistemas alimentares, os antioxidantes são úteis por retardar a 
peroxidação lipídica e a formação de seus produtos secundários, além de manter o 
sabor, textura e, em alguns casos, a cor durante o armazenamento do alimento 
(SAMARANAYAKA; LI-CHAN, 2011). Em sistemas biológicos, os antioxidantes 
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reagem com espécies reativas antes que biomoléculas vitais sejam danificadas, 
gerando produtos estáveis que não propagam reação em cadeia (POWER et al., 
2013). Não são todos os compostos redutores envolvidos em reações químicas que 
são antioxidantes, apenas aqueles compostos capazes de proteger um alvo 
biológico entram nesse critério (MAGALHÃES et al., 2008).  
Os compostos antioxidantes podem desativar espécies reativas de 
oxigênio (ERO) e/ou nitrogênio (ERN), retardando ou minimizando a formação 
destes oxidantes (HUANG; OU; PRIOR, 2005). ERO e ERN incluem espécies 
reativas radicalares e não radicalares. As espécies reativas radicalares possuem 
radicais livres, sendo átomos ou moléculas altamente reativas com elétrons 
desemparelhados em sua última camada, e são encontrados em todos os sistemas 
biológicos (FERREIRA et al., 1997). Espécies reativas radicalares incluem radical 
ânion superóxido (O2
•-), radical hidroxila (HO•), radical peroxila (ROO•), óxido nítrico 
(NO•) e espécies reativas não radicalares incluem peróxido de hidrogênio (H2O2) e 
oxigênio singlet (1O2) (GÜLÇIN, 2006; POWER et al., 2013). 
O consumo excessivo de antioxidantes pode se tornar deletério, pois ao 
invés de prevenir, pode favorecer o dano oxidativo (HALLIWELL, 2007). Dessa 
forma, é necessário que haja uma homeostase entre os compostos antioxidantes e 
oxidantes no organismo (HALLIWELL, 2007). 
 
3.4.1 Atividade antioxidante dos compostos fenólicos 
 
De maneira geral, a atividade antioxidante dos compostos fenólicos está 
relacionada à habilidade do composto em doar hidrogênio ou elétrons e em 
acomodar elétrons desemparelhados nos anéis aromáticos de sua estrutura 
(FERNANDEZ-PANCHON et al., 2008). Para os ácidos fenólicos, quanto maior o 
número de hidroxilas livres no anel aromático, maior será a atividade antioxidante. 
Para os flavonoides, não só a quantidade é importante, mas também as posições 
dos grupos hidroxilas podem influenciar na atividade antioxidante (FERNANDEZ-
PANCHON et al., 2008). 
O AC apresentou alta atividade antioxidante avaliada por diferentes 
ensaios in vitro, apresentando efetiva atividade antioxidante na desativação de  
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radicais ABTS•+ e DPPH•, na capacidade redutora, inibição da peroxidação lipídica e 
atuação como quelante, reduzindo a atividade dos pró-oxidantes (CHEN; HO, 1997; 
GENARO-MATTOS et al., 2015; GÜLÇIN, 2006). 
Os polifenóis presentes no chá, por exemplo, fornecem quantidades 
significativas de antioxidantes à dieta (XIAO et al., 2011) e vêm sendo considerados 
como os componentes mais promissores da dieta para prevenção e tratamento de 
doenças (CABRERA et al., 2006). Os benefícios à saúde das catequinas estão 
associados à sua capacidade antioxidante, incluindo desativação de ERO e ERN, 
quelação de metal, inibição de fatores de transcrição e inibição de enzimas 
oxidativas (HIGDON; FREI, 2003). As hidroxilas dos anéis aromáticos dos polifenóis 
podem aceitar elétrons para formar radicais fenoxil relativamente estáveis, 
perturbando assim as reações em cadeia (PANDEY; RIZVI, 2009). Cerca de 93% da 
capacidade antioxidante do chá verde deve-se às catequinas (ARTS et al., 2002; 
WANG et al., 2014). Entre as catequinas, a EGCG é muito estudada por seus 
benefícios, entretanto a sua instabilidade no processamento de alimentos e após a 
ingestão é um desafio, pois torna necessário um veículo que permita que este 
composto enriqueça a dieta (SHPIGELMAN; ISRAELI; LIVNEY, 2010). 
 
3.4.2 Atividade antioxidante das proteínas 
 
As proteínas alimentares podem gerar peptídeos bioativos com ação anti-
hipertensiva, anti-inflamatória, hipocolesterolêmica, antimicrobiana, antidiabética, 
imunomodulatória e antioxidante (BRANDELLI; DAROIT; CORRÊA, 2015; HSIEH et 
al., 2015). Os peptídeos com atividade antioxidante proveniente dos alimentos 
normalmente apresentam baixa massa molecular, sendo facilmente absorvidos pelo 
organismo humano (SARMADI; ISMAIL, 2010). 
A capacidade antioxidante das proteínas está diretamente relacionada à 
quantidade e grau de exposição dos centros nucleofílicos (SAMARANAYAKA; LI-
CHAN, 2011). Devido à conformação enovelada, o acesso dos radicais livres aos 
sítios hidrofóbicos da proteína com possível atividade antioxidante é dificultado 
(KORHONEN; PIHLANTO, 2006). Entretanto, com a modificação da conformação 
estrutural da proteína, a atividade antioxidante pode aumentar devido à facilitação do 
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acesso das espécies reativas aos centros nucleofílicos de origem proteica que 
anteriormente estavam inatingíveis (SAMARANAYAKA; LI-CHAN, 2011).  
A maioria dos aminoácidos presente na β-Lg nativa que desativam 
espécies reativas, por exemplo, estão localizados no interior de sua estrutura e 
acabam não sendo capazes de contribuir para a capacidade antioxidante da 
proteína (ELIAS; KELLERBY; DECKER, 2008). Uma alternativa para aumentar a 
atividade antioxidante das proteínas é alterar sua estrutura terciária, como por 
exemplo, pela desnaturação parcial, que poderia potencialmente aumentar a 
acessibilidade do solvente aos resíduos de aminoácidos (ELIAS; KELLERBY; 
DECKER, 2008). O aumento dessa bioatividade também poderia ocorrer pela 
liberação dos peptídeos por meio da hidrólise enzimática, tanto durante o processo 
de digestão quanto durante o processamento de alimentos, resultando no aumento 
da exposição dos resíduos de aminoácidos antioxidantes (ELIAS; KELLERBY; 
DECKER, 2008; ERDMANN; CHEUNG; SCHRÖDER, 2008; KORHONEN; 
PIHLANTO, 2006; SARMADI; ISMAIL, 2010).  
A hidrofobicidade de um peptídeo também parece ser um fator importante 
para a atividade antioxidante devido ao aumento da acessibilidade aos alvos 
hidrofóbicos (ERDMANN; CHEUNG; SCHRÖDER, 2008). Os peptídeos bioativos 
usualmente contêm 2 a 20 resíduos de aminoácidos por molécula (ERDMANN; 
CHEUNG; SCHRÖDER, 2008), e são de grande interesse por apresentarem ampla 
variedade de propriedades (ZHANG et al., 2009), podendo agir como antioxidantes 
por desativação de ERO, radicais livres, inibição de peroxidação lipídica, quelação 
de íons de metal, ou a combinação dessas formas (BRANDELLI; DAROIT; 
CORRÊA, 2015; MANN et al., 2014). A ação antioxidante de peptídeos das 
proteínas do soro de leite pode ser explicada pela ação dos grupos sulfidrila, pela 
desativação de radicais por aminoácidos específicos e por sua capacidade de 
quelação de ferro (TONG et al., 2000). Após a digestão, os peptídeos bioativos 
podem ser absorvidos pelo intestino, entrando intactos na circulação sanguínea e 
exercendo efeitos sistêmicos, ou ainda produzindo efeitos locais no próprio trato 
gastrointestinal (ERDMANN; CHEUNG; SCHRÖDER, 2008). De acordo com Peña-
Ramos, Xiong e Arteaga (2004) alta atividade antioxidante observada para frações 
de baixo peso molecular de hidrolisados comerciais de isolado de soro de leite está 
relacionada às altas concentrações de aminoácidos hidrofóbicos (isoleucina, leucina, 
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valina e alanina) e aminoácidos carregados positivamente (lisina, arginina e 
histidina). 
A composição aminoacídica, assim como a sequência, tamanho e 
estrutura tridimensional são importantes para a atuação da proteína como 
antioxidante (PEÑA-RAMOS; XIONG; ARTEAGA, 2004). Apesar do fato de que os 
20 aminoácidos são potencialmente oxidáveis, os aminoácidos mais reativos tendem 
a ser aqueles que contêm cadeias laterais nucleofílicas com enxofre (cisteína e 
metionina) ou cadeias laterais aromáticas (triptofano, tirosina e fenilalanina) nas 
quais o hidrogênio é mais fácil de ser doado, tornando possível a inativação das 
espécies reativas (ELIAS; KELLERBY; DECKER, 2008). Os radicais hidroxila 
interagem preferencialmente com resíduos sulfurados e aromáticos, que são 
normalmente encontrados na estrutura interna da proteína (SHARP; BECKER; 
HETTICH, 2004). A reatividade dessas cadeias laterais oxidadas por radicais 
hidroxila tem sido reportada como Cis>Trp e Tir>Met>Fen>His>Ile>Pro (SHARP; 
BECKER; HETTICH, 2004).  
 
3.4.2 Métodos para determinação da atividade antioxidante 
 
De forma geral, os compostos antioxidantes podem desativar radicais por 
dois mecanismos: por transferência de átomos de hidrogênio (HAT) e transferência 
de elétrons (SET). As reações podem ocorrer por HAT, como na análise da 
capacidade de absorção do radical oxigênio (ORAC); ou por SET, como na análise 
do teor de substâncias redutoras do reagente de Folin-Ciocalteu (SRRFC) e no 
poder de redução do íon ferro (FRAP) (MAGALHÃES et al., 2008; OU; HAMPSCH-
WOODILL; PRIOR, 2001; ROCK et al., 2005). 
O reagente de Folin-Ciocalteau, além de reagir com compostos fenólicos, 
reage também com outras substâncias tais como glicose, aminoácidos aromáticos 
como tirosina e triptofano e proteínas contendo esses aminoácidos (MEDINA, 2011; 
ROCK et al., 2005). A análise do teor de SRRFC foi proposta como medida da 
capacidade redutora total das amostras (HUANG; OU; PRIOR, 2005). O reagente de 
Folin-Ciocalteu consiste em uma mistura de molibdato de sódio, tungstato de sódio e 
outros reagentes (EVERETTE et al., 2010). O mecanismo básico da análise de 
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SRRFC consiste na reação de oxidação/redução, devido às propriedades redutoras 
dos fenóis, de outros agente redutores não-fenólicos e alguns possíveis metais 
(MEDINA, 2011). Na reação ocorre a transferência de um elétron do agente redutor 
para o molibdênio (Mo) (VI) complexado presente no reagente que é, então, 
reduzido para Mo (V), originando um produto de coloração azul, o qual absorve em 
765 nm (EVERETTE et al., 2010; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).  
Na análise de FRAP os antioxidantes reduzem o complexo Fe3+/TPTZ 
(tripiridil triazina) presente no reagente de FRAP (OU et al., 2002). Essa redução do 
complexo com ferro férrico (Fe3+) para o complexo com ferro ferroso (Fe2+) pelo 
agente antioxidante ocorre em meio ácido, onde um único elétron é transferido da 
molécula antioxidante para a oxidante (PULIDO; BRAVO; SAURA-CALIXTO, 2000; 
SHAHIDI; ZHONG, 2015). Essa reação é capaz de produzir cor, e sua absorbância é 
lida em 595 nm (PULIDO; BRAVO; SAURA-CALIXTO, 2000; SHAHIDI; ZHONG, 
2015). Essa mudança na absorbância tanto do antioxidante como do oxidante são 
mensuradas por espectrofotômetro e o valor da absorbância é usado para 
quantificar a capacidade de redução do antioxidante (OU et al., 2002). A análise de 
FRAP apresenta alta reprodutibilidade, além de ser uma metodologia simples e 
rápida (PULIDO; BRAVO; SAURA-CALIXTO, 2000).  
A habilidade das proteínas de interagir com radicais livres tem sido 
relatada para diversos sistemas, tipicamente utilizando um gerador de radical livre 
(ELIAS; KELLERBY; DECKER, 2008). No método de ORAC, a fluoresceína é 
utilizada como marcador fluorescente, e o 2,2’ azobis (2-amidino-propano) 
dihidrocloreto (AAPH) como gerador de radical peroxila (ROO•) (ELIAS; KELLERBY; 
DECKER, 2008; MAGALHÃES et al., 2008). A determinação da atividade 
antioxidante por esse método é baseada no decaimento da fluorescência da 
fluoresceína quando na presença do ROO•, sendo este decaimento um indicativo do 
ataque do radical ao marcador fluorescente (ESTEVE; COLI; BURINI, 2009; 
MAGALHÃES et al., 2008; SHAHIDI; ZHONG, 2015). Na presença de um 
antioxidante, ocorre a doação de um átomo de hidrogênio para o ROO•, 
desativando-o, e levando à diminuição da taxa de decaimento da fluorescência (OU 
et al., 2002). O efeito protetor do antioxidante pode ser mensurado por meio do 
cálculo da área sob a curva (AUC) de decaimento da fluorescência da fluoresceína 
comparado com a da curva sem a presença de um antioxidante (OU et al., 2002). 
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3.6 Influência da complexação proteína-composto fenólico na 
atividade antioxidante 
 
A proteína pode formar complexos com compostos fenólicos o que pode 
alterar a atividade antioxidante, assim como a biodisponibilidade in vitro e in vivo 
destes componentes (OZDAL; CAPANOGLU; ALTAY, 2013). Como consequência 
destas interações, a proteína pode aumentar sua atividade antioxidante, porém, o 
mascaramento da bioatividade dos polifenóis também pode ocorrer 
(BANDYOPADHYAY; GHOSH; GHOSH, 2012). De acordo com o estudo de Dubeau, 
Samson e Tajmir-Riahi (2010), a atividade antioxidante dos polifenóis pode diminuir 
quando há interação com proteínas do leite, levando ao enfraquecimento da 
desativação de radicais. Esta diminuição possivelmente ocorre devido à ligação dos 
polifenóis com as caseínas por meio de interações covalentes e não-covalentes 
(REDDY et al., 2005; XIAO et al., 2011).  
Almajano, Delgado e Gordon (2007) observaram aumento da atividade 
antioxidante das proteínas do leite quando associadas à EGCG. Após a 
complexação, a interação proteína-composto fenólico pode acarretar na oxidação de 
um dos anéis do composto fenólico, levando a formação de quinonas, entretanto, 
grupos capazes de apresentar atividade antioxidante, como o grupo hidroxila, ainda 
estariam disponíveis para exercer esta atividade (ALMAJANO; DELGADO; 
GORDON, 2007). A atividade antioxidante também foi superior após a complexação 
da EGCG com α-La (WANG et al., 2014).  
 
3.7 Influência da complexação proteína: composto fenólico na 
digestão proteica  
 
Os compostos fenólicos estão associados à promoção da saúde, sendo 
consumidos na dieta juntamente com macronutrientes (ZHANG et al., 2014b). Os 
compostos fenólicos podem interagir com proteínas, levando à formação de 
complexos, e as interações entre eles dependem das características de ambos os 
componentes (ZHANG et al., 2014b) e também da concentração, pH do meio, 
temperatura, entre outros fatores (BANDYOPADHYAY; GHOSH; GHOSH, 2012). 
Por esse motivo, se torna importante o conhecimento sobre os efeitos dessas 
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interações e como elas afetam a biodisponibilidade e bioatividade de ambos os 
compostos (ZHANG et al., 2014b). 
Modelos de digestão in vitro têm sido utilizados para fornecer informações 
de como o processo digestório pode interferir na bioatividade dos produtos ingeridos 
(BURG-KOOREVAAR; MIRET; DUCHATEAU, 2011; OZDAL; CAPANOGLU; 
ALTAY, 2013). Estes modelos simulam condições e reações que ocorrem na boca, 
estômago e intestino e visam caracterizar e esclarecer alterações dos componentes 
alimentícios que ocorrem sob condições fisiológicas (AURA, 2005; MINEKUS et al., 
2014).  
A conformação estrutural da proteína é um fator importante, sendo que 
quanto menos complexa for sua estrutura, mais fácil será o acesso das enzimas 
digestivas, aumentando a digestibilidade da proteína e a biodisponibilidade de seus 
aminoácidos(COZZOLINO, 2012). Embora a composição de aminoácidos seja um 
indicador da qualidade nutricional de uma proteína, a extensão pela qual o 
organismo irá utilizá-los dependerá inicialmente do resultado da ação de enzimas 
proteolíticas na hidrólise da cadeia polipeptídica, caracterizando a digestibilidade 
como a proporção de nitrogênio ingerido que será absorvido após a ingestão 
(COZZOLINO, 2012).  
As interações das proteínas com compostos fenólicos, por sua vez, 
podem contribuir para reduzir ou retardar a digestibilidade da proteína e, 
consequentemente, a sua biodisponibilidade (COZZOLINO, 2012; HE et al., 2015a; 
ZHANG et al., 2014b). A digestão in vitro das proteínas isoladas do soro de leite 
complexadas com catequina ou ácido clorogênico mostrou que ambos os compostos 
fenólicos, mesmo em diferentes concentrações nos complexos, não afetaram a 
digestão gástrica in vitro quando comparada com a digestão apenas do isolado 
proteico de soro de leite, mas afetaram a digestão intestinal (HE et al., 2015a). A 
alteração da digestibilidade pode ser explicada pela ligação dos polifenóis às 
enzimas, afetando então o processo de digestão (ZHANG et al., 2014b). Entretanto, 
a complexação também pode ser benéfica, possibilitando que a proteína funcione 
como um carreador de polifenóis ao longo do trato gastrointestinal, protegendo-os da 
degradação oxidativa (JAKOBEK, 2015).  
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Mais estudos são necessários para avaliar a interação proteína-composto 
fenólico e o seu efeito colaborativo ou antagônico na biodisponibilidade e 
bioatividade dos complexos obtidos com diferentes tipos de proteínas e compostos 

























Para este estudo foi utilizado o IPS Provon 292 (Glanbia Nutritionals, 
Kilkenny, Irlanda, RU). Os compostos fenólicos epigalocatequina galato (EGCG- 
pureza ≥ 80%) e ácido cafeico (AC- pureza ≥95%), e as proteínas α-lactoalbumina 
(α-La), β-lactoglobulina (β-Lg) e albumina sérica bovina (BSA), utilizadas como 
padrões proteicos, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). As 
enzimas utilizadas para a simulação da digestão in vitro foram pepsina da mucosa 
gástrica suína (3,200-4,500 U/mg proteína) e pancreatina do pâncreas suíno (> 4 x 
USP), ambas da Sigma-Aldrich. Reagente Folin-Ciocalteu, ácido gálico, Trolox, 
2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), 2,2’ azobis (2-amidino-propano) dihidrocloreto 
(AAPH), dodecil sulfato de sódio (SDS), tricina e Coomassie Brilliant Blue G foram 
adquiridos da Sigma-Aldrich. A fluoresceína sódica e hidróxido de sódio foram 
adquiridos da Synth (Diadema, São Paulo, Brasil). Acrilamida, bis-acrilamina e 
trisaminometano foram adquiridos da Bio-Rad (Hercules, California, EUA). Metanol e 
acetonitrila de grau cromatográfico foram adquiridos da J.T Baker (Pensilvânia, EUA) 
e ácido trifluoroacético (TFA) da Merck (Hohenbrunn, Alemanha). Todos os 
reagentes utilizados foram de grau analítico ou cromatográfico. 
 
4.2 Fluxograma geral do experimento  
 
O fluxograma geral do experimento está apresentado na Figura 3. A 
complexação foi realizada com IPS e os compostos fenólicos AC ou EGCG em 
diferentes relações molares (1:1, 1:0,5, 1:0,2, 1:0,1) em pH 3,5 ou 7,0, após a 
reação, os complexos foram liofilizados. O IPS e os complexos foram caracterizados 
quando ao perfil de massa molecular e fluorescência intrínseca. Os complexos 
selecionados foram submetidos à digestão in vitro e caracterizados quanto ao perfil 
de massa molecular, perfil de hidrofilicidade e digestibilidade proteica. A capacidade 
redutora foi avaliada pelo teor de substâncias redutoras do reagente de Folin-
Ciocalteu (SRRFC). A atividade antioxidante foi determinada pelo poder antioxidante 
de redução do íon ferro (FRAP) e pela capacidade de absorção do radical oxigênio 
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(ORAC). A capacidade redutora e a atividade antioxidante foram determinadas tanto 
antes quanto após a digestão in vitro. 
 
  
Figura 3- Fluxograma geral do experimento. AC: ácido cafeico; CLAE-FR: Cromatografia 
líquida de alta eficiência em fase reversa; EGCG: epigalocatequina galato; FRAP: Poder 
antioxidante de redução do íon ferro, do inglês Ferric Reducing Antioxidant; ORAC: 
Capacidade de absorção do radical oxigênio, do inglês Oxygen Radical Absorbance 
Capacity; SRRFC: substâncias redutoras do reagente de Folin-Ciocalteu.  
  
4.3 Obtenção dos complexos proteína-composto fenólico 
 
Os complexos IPS:composto fenólico foram obtidos pela mistura de 
soluções estoque de IPS e AC (IPS:AC) ou EGCG (IPS:EGCG) em água deionizada. 
A complexação foi realizada a 25 oC por 60 min ao abrigo de luz, utilizando 0,1 M 
HCl ou 0,1 M NaOH para ajuste de pH em 3,5 (IPS:AC-3,5; IPS:EGCG-3,5) e 7,0 
(IPS:AC-7,0; IPS:EGCG-7,0), respectivamente. A concentração do IPS foi fixada em 
5 mg/mL, e a concentração de composto fenólico variou para obtenção de quatro 
diferentes relações molares proteína:composto fenólico (1:1, 1:0,5, 1:0,2 e 1:0,1). O 
IPS contém uma mistura de proteínas, portanto a massa molecular (MM) deste 
complexo foi estimada pela média ponderada da MM das proteínas (β-Lg, 75%, α-
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La, 20%, e BSA, 5%), sendo assumido, então, como 20 kDa. Soluções de IPS, AC e 
EGCG foram utilizados como controles nas análises.  
 
4.4 Digestão in vitro 
 
A digestão in vitro foi realizada seguindo as diretrizes de Minekus et al. 
(2014) com adaptações. A atividade enzimática da pepsina foi determinada e 
calculada de acordo com Minekus et al. (2014), obtendo-se um valor de 4.973,5 
U/mg de enzima, valor próximo ao indicado pelo fabricante (3.200- 4.500 U/mg de 
enzima).  
Por se tratar de uma matriz altamente proteica, a fase oral não foi 
realizada. Os sais biliares não foram utilizados na fase intestinal por interagirem com 
compostos fenólicos e interferirem na atividade antioxidante, podendo causar um 
resultado falso positivo (OU et al., 2002). Considerou-se também que a não 
utilização dos sais biliares não seria um fator impactante na digestão in vitro devido à 
quase ausência de lipídeos no IPS (HOFFMAN; FALVO, 2004). 
Os fluidos gástricos e intestinais foram preparados de acordo com 
Minekus et al. (2014) (Tabela 1) e armazenados a -20 oC até a utilização.  
 
Tabela 1- Composição das soluções estoque dos fluidos gástrico (SFG) e intestinal (SFI) 
utilizados na digestão simulada baseado em Minekus et al. (2014).  



















KCl 37,3 0,5 6,9 6,9 6,8 6,8 
KH2PO4 68 0,5 0,9 0,9 0,8 0,8 
NaHCO3 84 1 12,5 25 42,5 85 
NaCl 117 2 11,8 47,2 9,6 38,4 
MgCl2(H2O)6 30,5 0,15 0,4 0,1 1,1 0,33 
(NH4)2CO3 48 0,5 0,5 0,5 - - 
Sol. estoque: solução estoque do sais; Vol. estoque: volume da solução estoque utilizada para obter o 
respectivo fluido; Conc. no fluido: concentração dos sais nos fluidos; SFG: solução do fluido gástrico; 




As etapas da digestão in vitro estão apresentadas na Figura 4. Para 
simulação da digestão gástrica foram preparadas soluções de IPS e complexos (2% 
de proteína m/m) em água destilada (MANN et al., 2014). Soluções de compostos 
fenólicos preparadas em água destilada contendo a mesma quantidade de AC ou 
EGCG presente nas soluções de complexos também passaram pelo processo de 
digestão in vitro. As soluções de amostras (10 mL) foram adicionadas de fluido 
gástrico (7,5 mL), pepsina (1,6 mL da solução contendo 25.000 U/mL) e cloreto de 
cálcio (CaCl2(H2O)2) 0,3 M (5 µL). Em seguida, o pH foi ajustado para 3,0 com HCl 
6N e o volume para 20 mL com água deionizada, atingindo a concentração de 10 mg 
de proteína/mL. A mistura permaneceu em banho termostatizado a 37 oC por 2 h, 
sob agitação pendular. 
Para a fase intestinal, o digerido gástrico (20 mL) foi adicionado de fluido 
intestinal (11 mL), CaCl2(H2O)2 0,3 M (40 µL) e pancreatina (5 mL de solução) (E:S 
1:20 m/m) (DIA; BRINGE; MEJIA, 2014; DUPAS et al., 2006a; WANG et al., 2015). O 
pH foi ajustado para 7 com NaHCO3 1 M e o volume final da mistura foi ajustado 
para 40 mL, atingindo concentração de 5 mg de proteína/mL na mistura final. A 
mistura permaneceu em banho termostatizado a 37 oC por 2 h, sob agitação. As 
amostras foram resfriadas em banho de gelo e imediatamente armazenadas a -20 
oC.  
O processo de digestão in vitro do IPS, complexos e compostos fenólicos 
– avaliados na mesma concentração presente dos complexos- foi conduzido de duas 
formas: (1) apenas com adição de fluidos e ajustes de pH durante o processo 
gastrointestinal, sendo consideradas amostras controles (indicadas com –c) e (2) 
passando pelo processo gastrointestinal, adicionados de enzimas, sendo 
consideradas amostras digeridas (indicadas com –d). Os controles dos fluidos 
gastrointestinais não foram adicionados de amostras e enzimas. Os controles de 
enzimas não foram adicionados de amostra. A digestão in vitro do IPS e dos 




        
 




A digestibilidade foi determinada pelo teor de nitrogênio solúvel em ácido 
tricloroacético (TCA), de acordo com a metodologia de Chen, Li e Tang (2015). Para 
cada 1 mL do digerido gastrintestinal, 2 mL de TCA 20% (m/v) foram adicionados, 
atingindo 13,3% de TCA na mistura final. Após 10 min, as misturas foram 
centrifugadas em centrífuga RC5C (Sorvall Instruments Dupont, Wilmington, EUA) a 
5000x g por 5 min, a 25 oC. O teor de nitrogênio no sobrenadante foi determinado 
pelo método de micro-Kjeldahl (AOAC, 1997). Para o cálculo da digestibilidade, foi 
utilizada a equação 1.   
                  
          
       
         (Equação 1) 
Onde Nd = nitrogênio solúvel na fração digerida (mg); Ns = nitrogênio solúvel do 
controle sem adição de enzima (mg); Ne = nitrogênio do controle contendo apenas 




4.5 Caracterização do IPS e dos complexos antes e após a digestão 
in vitro 
4.5.1. Composição aminoacídica 
 
A determinação de aminoácidos totais do IPS foi realizada por CLAE-FR, 
utilizando a metodologia de derivatização pré-coluna com fenilisotilcianato dos 
aminoácidos liberados por hidrólise ácida (6 mol/L HCl/ 110 °C/ 20 h), segundo 
descrito por White, Hart e Fry (1986) para amostras alimentícias. A detecção foi a 
254 nm e a quantificação dos aminoácidos foi feita por comparação com padrão de 
aminoácidos utilizando calibração interna multinível com ácido α-aminobutírico como 
padrão interno. 
 
4.5.2. Espectroscopia de fluorescência 
 
Os espectros de fluorescência das amostras foram obtidos em fluorímetro 
PC-1 (ISS, Ilinois, EUA), utilizando λexc 280 nm e λem de 290 a 500 nm. A fenda 
utilizada foi de 0,5 mm e filtro de 295 nm. Para análise, as amostras foram 
resuspendidas em água deionizada na concentração de 1 mg de proteína/mL, 15 
min antes da leitura. Os espectros de fluorescência dos complexos foram 
comparados ao do IPS, na mesma condição de pH. Para que as intensidades de 
fluorescência não fossem assumidas de maneira errada, foi realizada correção da 
fluorescência do composto fenólico, sendo subtraído o sinal obtido para as soluções 
controle de AC e EGCG com a mesma quantidade de composto fenólico presente 
em cada complexo, além da correção do efeito de filtro interno (KEPPLER et al., 
2014). O efeito de filtro interno ocorre quando um composto adicionado na solução 
absorve energia no mesmo comprimento de onda e/ou excitação da proteína, 
reduzindo a quantidade de energia para excitar o fluoróforo, ou absorvendo parte da 
energia emitida pelo fluoróforo (VAN DE WEERT, 2010). Para a correção de filtro 
interno, o coeficiente de extinção molar de cada fenólico (AC e EGCG) foi obtido 
pela inclinação da curva (absorbância x concentração do composto fenólico). Em 
seguida, a emissão a 329 nm (comprimento de onda de máxima emissão do IPS) foi 
corrigida baseada na lei de Lambert Beer, segundo a equação 2 (EPPS et al., 1999). 
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                                          (Equação 2) 
Onde F é a intensidade de fluorescência corrigida, F medido é intensidade de 
fluorescência medida, Ɛex e Ɛem são os coeficientes de extinção dos compostos 
fenólicos (conhecido também como absortividade molar do ligante) nos 
comprimentos de onda de excitação e emisão, respectivamente, L é o caminho 
óptico assumido de 0,5 e 1 para excitação e emissão, respectivamente, e é 
constante de Euler e Q é a concentração do composto fenólico. As análises foram 
realizadas em duplicata. 
 
4.5.3 Teor de proteína 
O teor de nitrogênio das amostras foi determinado por micro-Kjeldahl 
(AOAC, 2006) e o teor de proteína foi calculado multiplicando o conteúdo de 
nitrogênio total pelo fator de conversão 6,38 (JONES, 1931). Cada amostra foi 
analisada em quadruplicata. 
 




Os perfis de distribuição de MM das proteínas foram determinados em 
sistema SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). Foi utilizado equipamento Mini Protein II 
(BioRad, Hercules, CA, EUA) e espaçadores de 0,75 mm. O gel de separação 
continha 12% e o de empilhamento 4% de acrilamida. As amostras foram diluídas 
em tampão redutor (0,0625 mol/L Tris-HCl, pH 6,8, 2,0% SDS, 20% glicerol, 5% β-
mercaptoetanol e Azul de bromofenol) e aquecidas a 95 °C por 4 min. Alíquotas de 5 
μL da solução de proteína e 10 μL da solução com padrões de MM foram aplicadas 
no gel. Após a corrida, os géis foram corados em solução de ácido 
acético/metanol/água (1:4:5) com 0,1% Coomassie Brilliant Blue G e descorados por 
meio de várias lavagens em solução de ácido acético/metanol/água (1:4:5). Padrões 
de MM de 14,4 – 97,4 kDa (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) foram utilizados para 





Os perfis de distribuição de MM das amostras após a digestão in vitro 
foram determinados por sistema SDS-PAGE/Tricina, de acordo com o descrito por 
Schagger e Jagow (1987). Foram utilizados géis de poliacrilamida com diferentes 
concentrações: gel de separação (16,5% T e 3% C), gel espaçador (10% T e 3% C) 
e gel de empilhamento (4% T e 3% C). As amostras foram diluídas em tampão 
redutor (0,0625 mol/L Tris-HCl, pH 6,8, 2% SDS, 20% glicerol, 5% β-mercaptoetanol 
e Coomassie Brilliant Blue G), e aquecidas a 90 ºC por 5 min. Alíquotas de 20 µL 
das soluções contendo proteína e 10 μL da solução com padrões de MM foram 
aplicadas no gel. Após as corridas, os géis foram fixados overnight em solução 
metanol/ ácido acético/ água (5:1:4) e corados por Coomassie Brilliant Blue G 
(0,025% em 10% de ácido acético) por 48 h. Posteriormente, foram descorados em 
solução de 10% de ácido acético. Padrões de MM de 1,42 - 26,62 kDa (Bio-Rad, 
Hercules, CA, EUA) foram utilizados para estimar a MM das frações proteicas.  
A coloração do gel com nitrato de prata foi realizada de acordo com a 
metodologia de Blum, Beier e Gross (1987), com adaptações. A coloração do gel 
consistiu em 7 passos: (1) fixação: o gel foi imerso em solução 50% metanol, 12% 
ácido acético, 0,075% de formaldeído 30% por 60 min sob agitação; (2) lavagem: o 
gel foi lavado 3 vezes com 25% de etanol, com duração de 20 segundos cada 
lavagem; (3) pré-teste: o gel foi imerso em solução 0,25% tiossulfato de sódio por 1 
min, seguido de duas lavagens com água deionizada; (4) impregnação: o gel foi 
imerso em solução 0,125% de nitrato de prata e 0,075% formaldeído 30% por 20 min 
e lavado 2 vezes com água deionizada; (5) desenvolvimento: o gel foi imerso em 
solução 6% de carbonato de sódio, 0,075% de formaldeído, 0,0005% de tiossulfato 
de sódio até a etapa de revelação; (6) stop: o gel foi imerso em solução 50% 
metanol e 12% ácido acético para parar a reação; (7) fixação: o gel foi imerso em 





4.5.5 Cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (CLAE-
FR) 
 
As amostras que passaram pelo processo de digestão in vitro, 
adicionadas ou não das enzimas gastrointestinais, digeridos e controles, 
repectivamente, foram caracterizadas quanto ao perfil de hidrofilicidade de acordo 
com Villas-Boas et al. (2012). As análises foram realizadas em cromatógrafo Agilent 
1200 Series (Snoqualmine, WA, EUA) acoplado a detector de arranjo de diodos 
(DAD) e coluna C18 Luna (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 μm) Phenomenex (Torrance, 
CA, EUA). As condições utilizadas foram: vazão de 1 mL/min, temperatura de 25 oC 
e volume de injeção de 5 µL. Foi utilizada a seguinte composição da fase móvel: 
solvente A- 0,04% de ácido trifluoracético (TFA) em água ultra-pura, e solvente B- 
0,03% de TFA em acetronitrila de grau cromatográfico, filtrados em membrana 0,45 
μm. A coluna foi equilibrada com 100% do solvente A e a eluição das amostras foi 
realizada em gradiente linear de 0 a 70% do solvente B em 40 min, em 45 min 
retornou para condição inicial de 100% do solvente A para o reequilíbrio da coluna, 
permanecendo durante 15 min. As proteínas α-La, β-Lg e BSA foram utilizadas como 
padrões. As amostras foram diluídas no solvente A, 3 mg de proteína/mL para as 
amostras hidrolisadas e 1 mg de proteína/mL para proteínas intactas, e filtradas em 
membranas de 0,45 μm. A detecção foi realizada em 214 nm. As análises foram 
realizadas em duplicata, sendo que cada amostra foi obtida de diferente repetição do 
processo de digestão. 
 
4.6 Capacidade redutora e atividade antioxidante 
 
4.6.1 Obtenção dos extratos aquosos 
 
Para a obtenção do extrato aquoso, as amostras foram suspensas em 
água deionizada a 1% (m/v), agitadas em agitador magnético por 30 min, 
centrifugadas em centrifuga RC5C (Sorvall Instruments Dupont, Wilmington, EUA) a 
10.015x g por 10 min, filtradas em papel filtro qualitativo e armazenadas a -20 oC, ao 
abrigo de luz. Para a obtenção dos extratos aquosos dos compostos fenólicos, AC e 
EGCG foram diluídos em água deionizada na mesma concentração presente em 
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cada relação molar dos complexos, com ajuste de pH para 3,5 (AC-3,5; EGCG-3,5) 
e 7,0 (AC-7,0; EGCG-7,0), e então centrifugados e filtrados. Os extratos foram 
obtidos em duplicata.  
 
4.6.2 Análise do teor de substâncias redutoras do reagente de Folin-
Ciocalteu (SRRFC) 
 
O teor de substâncias redutoras do reagente de Folin-Ciocalteu (SRRFC) 
foi determinado conforme descrito por Medina (2011), com adaptação para 
microplaca. Ao abrigo de luz, 450 μL de água deionizada e 50 μL do extrato aquoso 
da amostra propriamente diluído, padrão (50, 100, 200, 300, 400, 500, 600 μg de AC 
ou EGCG/mL) ou água deionizada (branco) foram adicionadas e misturadas. O 
reagente de Folin-Ciocalteu (50 μL) foi adicionado, misturado e após 5 min de 
reação, 500 μL Na2CO3 7,5% e 200 μL de água destilada foram adicionados. Após 
90 min de repouso, alíquotas de 200 μL da mistura foram transferidas para 
microplaca e a absorbância foi lida em 765 nm a 25 oC em leitor de microplaca 
Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, Vermont, EUA). Os resultados 
foram expressos em mg de equivalente de AC por grama (mg EAC/g) ou mg de 
equivalente de EGCG por grama (mg EEGCG/g), dependendo do composto fenólico 
presente na amostra avaliada. As amostras analisadas antes e após o processo de 
digestão in vitro, foram IPS, complexos e compostos fenólicos, presentes nas 
mesmas concentração que nos complexos. 
 
4.6.3 Ensaio de FRAP- Método de Redução de Ferro 
 
O método de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) foi realizado de 
acordo com Benzie e Strain (1996). Ao abrigo de luz, 30 μL do extrato aquoso da 
amostra propriamente diluído, padrão (100, 200, 400, 800, 1200 e 1600 µM de 
Trolox) ou água deionizada (branco) foram misturados com 90 μL de água e 900 μL 
do reagente de FRAP (450 μL de 0,3 mol/L de tampão acetato, pH 3,6; 225 μL de 
solução de 10 mmol TPTZ em 40 mmol HCl e 225 μL de solução de FeCl3 20 mmol). 
Alíquotas de 200 μL da mistura foram transferidas para a microplaca e incubadas a 
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37 °C por 30 min. A absorbância foi lida a 595 nm em leitor de microplaca Synergy™ 
HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, Vermont, EUA) e os resultados foram 
expressos em μmol equivalente de Trolox por grama de amostra (μmol TE/g). As 
amostras analisadas, antes e após o processo de digestão in vitro, foram IPS, 
complexos e compostos fenólicos, presentes nas mesmas concentrações que nos 
complexos. 
 
4.6.4 Ensaio de ORAC 
 
O ensaio de ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) foi realizado 
seguindo a metodologia descrita por Ou et al. (2002), adaptada por Dávalos et al. 
(2004). Ao abrigo de luz, foram adicionados diretamente na microplaca 20 μL do 
extrato aquoso da amostra, padrão (25, 50, 100, 300, 500 e 800 μM de Trolox) ou 
tampão fosfato de potássio (branco) em 120 μL de fluoresceína sódica em tampão 
fosfato de potássio 75 μM (pH 7,4) (concentração final 0,378 μg/mL) e adicionadas 
60 μL de AAPH (concentração final de 108 mg/mL). A leitura da fluorescência foi 
realizada a cada 1 min, por 80 min, a 37 °C, em leitor de microplaca Synergy™ HT 
Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, Vermont, EUA), com filtro de excitação de 
485 nm e emissão de 520 nm. A capacidade antioxidante foi expressa como μmol de 
equivalente de Trolox por grama de amostra (μmol TE/g amostra), baseada na área 
sob a curva (AUC) para o declínio da fluorescência em relação ao tempo. As 
amostras utilizadas para a análise, antes e após o processo de digestão in vitro, 
foram IPS, complexos e compostos fenólicos, presentes nas mesmas concentrações 
que nos complexos. 
 
4.7 Análise estatística 
 
Os resultados de teor de proteína, digestibilidade, SRRFC, FRAP e ORAC 
foram expressos como média ± desvio padrão. Teste t não pareado foi utilizado para 
comparar os resultados dos complexos, com o mesmo composto fenólico e relação 
molar, obtidos em pH 3,5 e 7,0. Para verificar a diferença entre os valores do IPS e 
dos complexos obtidos com o mesmo composto fenólico, foi utilizada análise de 
variância ANOVA seguida de teste de Tukey. Para determinar a diferença na 
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digestibilidade dos complexos em relação ao IPS foi realizado teste de Dunnett. O 
valor de p foi fixado com intuito de obter um nível de confiança ≥ 95% entre as 
comparações (p<0,05). A análise estatística foi feita utilizando-se o programa 

































5. Resultados e discussão 
 
5.1 Obtenção e caracterização dos complexos  
 
O teor proteico do IPS utilizado foi de 87,5 ± 1,4%, o qual está dentro da 
faixa de proteína, de 72,9 a 94,3%, encontrada em IPS obtido industrialmente (MAT 
et al., 2016; PELEGRINE; GASPARETTO, 2003). A Tabela 2 apresenta a 
composição de aminoácidos totais do IPS, que se mostrou semelhante ao relatado 
na literatura (ZIEGLER; SGARBIERI, 2009). 
 
Tabela 2 - Composição aminoacídica do isolado proteico de soro de leite (IPS) (g 


















Os complexos proteína:composto fenólico, IPS:AC e IPS:EGCG, foram 
obtidos em duas condições de pH (3,5 e 7,0), abaixo e acima do pI das proteínas do 
soro de leite, com o intuito de favorecer a interação proteína-composto fenólico 
(RAWEL; KROLL; HOHL, 2001; VON STASZEWSKI; JAGUS; PILOSOF, 2011). 
 
 
Aminoácidos  g aminoácido/ 
100 g de amostra 
Ácido aspártico (ASP) 10,61 
Ácido glutâmico (GLU) 17,35 
Alanina (ALA) 4,81 
Arginina (ARG) 1,94 
Cisteína (CIS) 2,54 
Fenilalanina (FEN) 2,86 
Glicina (GLI) 1,55 
Histidina (HIS) 1,46 
Isoleucina (ILEU) 6,44 
Leucina (LEU) 9,96 
Lisina (LIS) 9,61 
Metionina (MET) 2,16 
Prolina (PRO) 5,76 
Serina (SER) 4,68 
Tirosina (TIR) 3,03 
Treonina (TRE) 6,92 





Os teores de proteína dos complexos IPS:AC e IPS:EGCG, nas relações 
molares (proteína: composto fenólico) 1:1, 1:0,5, 1:0,2 e 1:0,1, variaram entre 71,8% 
e 88,5% (Tabela 3). Os complexos IPS:EGCG apresentaram teores proteicos 
menores que os complexos IPS:AC devido à maior massa de EGCG adicionada aos 
complexos em relação ao AC.  
 
Tabela 3 - Teor de proteína dos complexos IPS:AC e IPS:EGCG nas relações molares 
(proteína:composto fenólico) 1:1, 1:0,5, 1:0,2, 1:0,1, obtidos em pH 3,5 e 7,0.  
 1:1 1:0,5 1:0,2 1:0,1 
IPS:AC em pH 3,5 83,38 ± 1,69 86,14 ± 3,2 81,27 ± 5,09 88,55 ± 6,19 
IPS:AC em pH 7,0 86,04 ± 4,25 78,23 ± 2,05 79,52 ± 4,05 82,07 ± 4,52 
IPS:EGCG em pH 3,5 71,77 ± 0,49 74,25 ± 1,41 73,24 ± 1,07 74,40 ± 2,00 
IPS:EGCG em pH 7,0 79,96 ± 2,05 71,93 ± 0,63 78,25 ± 6,20 75,26 ± 1,80 
Resultados apresentados como média ± desvio padrão das quadruplicatas. AC: ácido 
cafeico; EGCG: epigalocatequina galato; IPS: isolado proteico de soro de leite. 
 
 
Os perfis eletroforéticos em sistema SDS-PAGE em condições redutoras 
do IPS e dos complexos IPS:AC e IPS:EGCG estão apresentados na Figura 5. O 
IPS e os complexos apresentaram perfis eletroforéticos similares, nos quais as 
frações de β-Lg (18,3 kDa) e α-La (14,4 kDa) foram as predominantes. Bandas de 
menor intensidade também foram observadas, possivelmente relativas aos dímeros 
de β-Lg (37 kDa),  BSA (66,4 kDa) e fração pesada da imunoglobulina (~55 kDa) 
(BASCH et al., 1985). Esses resultados sugerem que não houve formação de 
ligação covalente entre proteína e compostos fenólicos, ou que a formação de 
ligação covalente não acarretou em um aumento perceptível da MM dos complexos. 
A complexação entre proteínas e compostos fenólicos por meio de interações não 
covalentes dá-se principalmente por interações hidrofóbicas e ligações de hidrogênio 





Figura 5- Perfil eletroforético (SDS-PAGE) do IPS e dos complexos IPS:AC-3,5 (A), IPS:AC-
7,0 (B), IPS:EGCG-3,5 (C) e IPS:EGCG-7,0 (D), nas relações molares (proteína:composto 
fenólico) 1:1, 1:0,5, 1:0,2, 1:0,1. (1) padrão de massa molecular (14,4 - 97,4 kDa), (2) IPS, 
(3) Complexo 1:1, (4) Complexo 1:0,5, (5) Complexo 1:0,2, (6) Complexo 1:0,1. Foram 
aplicados 5 µL de amostra com concentração de 10 mg/mL. AC: ácido cafeico; EGCG: 
epigalocatequina galato; IPS: isolado proteico de soro de leite. 
 
Os espectros de fluorescência do IPS e dos complexos IPS:AC e 
IPS:EGCG estão apresentados na Figura 6. O comprimento de onda de máxima 
emissão de fluorescência (λmáx) do IPS, em ambos os pH estudados, foi 330 nm, 
próximo ao λmáx  reportado para a β-Lg isolada, 328 nm (RENARD et al., 1998). O 
λmáx  dos complexos IPS:AC aumentou com o aumento da concentração de AC. No 
espectro do complexo IPS:AC-3,5 na relação molar 1:1 foi observado red shift de 20 
nm e no do complexo IPS:AC-7,0 de 11 nm. Os espectros dos complexos IPS:EGCG 
em pH 3,5 e 7,0 não apresentaram red shift significativo em relação ao IPS. De 
acordo com Lakowicz (2006), o espectro de emissão do grupo indol do triptofano é 
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próximo de 340 nm, porém a polaridade do microambiente dos resíduos de triptofano 
pode afetar o comprimento de onda de emissão. O deslocamento do λmáx para 
comprimentos de ondas maiores, red shift, indica a ocorrência do desenovelamento 
da estrutura proteica (LAKOWICZ, 2006; ROYER, 2006). 
A intensidade da fluorescência do IPS-7,0 foi menor do que a do IPS-3,5, 
concordando com os achados de Renard et al. (1998), podendo estar relacionado ao 
equilíbrio da β-Lg em diferentes pHs. Em pH mais ácido (próximo do pH 2), ocorre 
favorecimento da dissociação da β-Lg para monômeros, que perde sua estrutura 
terciária, mas mantém a estrutura secundária (RENARD et al., 1998; 
STOJADINOVIC et al., 2013). Entre pH 3,5 e 5,5, a β-Lg tende a formar octâmeros 
(SAWYER; KONTOPIDIS, 2000). Em pH próximo da neutralidade pode ocorrer a 
formação de dímeros,  capaz de resultar em redução da fluorescência (RENARD et 
al., 1998). 
 A intensidade de fluorescência dos complexos IPS:AC e IPS:ECGC 
diminuiu à medida que a relação molar proteína:composto fenólico aumentou. A 
exceção foi o complexo IPS:EGCG-7,0, no qual o decaimento da intensidade de 
fluorescência seguiu a ordem de 1:1>1:0,2>1:0,1>1:0,5. A relação molar 1:1, a maior 
relação estudada, resultou em maior extinção da fluorescência. As alterações 
conformacionais também podem provocar alterações na intensidade de emissão 
(RENARD et al., 1998). O quenching (ou extinção) da fluorescência é a diminuição 
da fluorescência de um fluoróforo induzido por uma variedade de interações 
moleculares com uma molécula quencher (SOARES; MATEUS; FREITAS, 2007). 
Diversas cadeias laterais de aminoácidos, assim como ligações peptídicas, são 
eficientes quenchers da fluorescência do triptofano (ROYER, 2006). Os compostos 
fenólicos também contribuem para a extinção da fluorescência, dependendo do seu 
tamanho e estruturas presentes na molécula (MOSER et al., 2014; SOARES; 
MATEUS; FREITAS, 2007). 
Tanto o red shift significativo observado nos espectros dos complexos 
IPS:AC quanto o decaimento da intensidade de fluorescência observados nos 
complexos IPS:AC e IPS:EGCG, estão associados à alteração no microambiente 
dos resíduos de triptofano e/ou com sua realocação para um ambiente mais polar 
(AGYARE; DAMODARAN, 2010). 
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Esses resultados sugerem que houve formação de complexos entre a 
proteína e os compostos fenólicos, AC e ECGC. As interações entre os 
componentes podem ter provocado abertura da estrutura terciária ou quaternária da 
proteína, aumentando a exposição e alterando a polaridade do microambiente dos 
resíduos de Trp (ROYER, 2006). O decaimento da intensidade da fluorescência e o 
red shift foram mais significativos nos complexos IPS:AC do que nos complexos 
IPS:EGCG, em ambos os pHs, sugerindo que a interação entre AC e IPS causou 
maior alteração no ambiente do triptofano, o que pode estar associado à capacidade 
das proteínas do soro de leite de se ligarem e transportarem moléculas menores (YE 
et al., 2013). 
 
Figura 6 – Espectros de fluorescência do IPS em pH 3,5 e 7,0 e dos complexos IPS:AC-3,5 
(A), IPS:AC-7,0 (B), IPS:EGCG-3,5 (C) e IPS:EGCG-7,0 (D) nas relações molares 
(proteína:composto fenólico) 1:1, 1:0,5, 1:0,2, 1:0,1, na concentração de 1 mg de 
proteína/mL. AC: ácido cafeico; EGCG: epigalocatequina galato; IF: Intensidade da 
fluorescência; IPS: isolado proteico de soro de leite. 
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5.2 Teor de substâncias redutoras do reagente de Folin-Ciocalteu 
(SRRFC) e atividade antioxidante do IPS, compostos fenólicos e complexos  
 
 O reagente de Folin-Ciocalteau não é específico para compostos 
fenólicos e reage com outras substâncias como glicose, tirosina, fenilalanina, 
triptofano (ROCK et al., 2005) e, por esta razão, os resultados desta análise não 
podem ser considerados como teor de fenólicos totais. Desta forma, a análise do 
teor de SRRFC foi proposta como medida da capacidade redutora total das 
amostras (HUANG; OU; PRIOR, 2005).  
Teores de SRRFC do IPS, AC, EGCG e complexos IPS:AC e IPS:EGCG 
estão apresentados na Figura 7. Os teores de SRRFC do AC-3,5 foram superiores 
aos do AC-7,0, exceto para relação molar 1:0,1 (Figura 7 A).  
Os teores de SRRFC aumentaram com o aumento da relação molar 
IPS:AC, porém em pH 7,0 o aumento foi observado a partir da relação 1:0,2. Esse 
aumento indica a contribuição do composto fenólico no aumento da capacidade 
redutora do complexo. Os teores de SRRFC dos complexos IPS:AC-3,5 foram 
significativamente superiores aos dos complexos IPS:AC-7,0 (p<0,05), com 
diferenças mais marcantes nas relações molares intermediárias (1:0,5 e 1:0,2), de 
34 e 54%, respectivamente. 
Os complexos IPS:AC-3,5 apresentaram teores de SRRFC maiores que a 
soma dos teores dos componentes isolados nas mesmas condições, sendo que os 
complexos 1:0,5 e 1:0,2 apresentaram variação de 12 e 49%, respectivamente, 
sugerindo sinergismo entre os compostos. Para os complexos IPS:AC-7,0, os teores 
de SRRFC foram inferiores à soma dos teores dos componentes isolados, sugerindo 
supressão da capacidade redutora após a complexação.    
O teor de SRRFC da EGCG-3,5 foi superior ao da EGCG-7,0 (p<0,05) 
(Figura 7 B). Para os complexos, as SRRFC aumentaram com o aumento da relação 
molar, exceto para os complexos IPS:EGCG-3,5 nas relações 1:0,5 e 1:0,2 e nos 
complexos IPS:EGCG-7,0 nas relações 1:0,2 e 1:0,1, que não apresentaram 
diferença estatística entre si (p>0,05). Os complexos IPS:EGCG-3,5 apresentaram 




Os complexos IPS:EGCG, em ambos os pHs, apresentaram teores de 
SRRFC de ~7% a 42% inferiores à soma dos teores dos componentes isolados,  
com maior supressão da capacidade redutora à medida que a concentração de 




Figura 7 - Teor de substâncias redutoras do reagente Folin-Ciocalteu (SRRFC) dos extratos 
aquosos do IPS, compostos fenólicos (AC e EGCG) e complexos IPS:AC (A) e IPS:EGCG 
(B), em pH 3,5 e 7,0, nas relações molares (proteína:composto fenólico) 1:1, 1:0,5, 1:0,2 e 
1:0,1. Resultados apresentados como média ± desvio padrão de 4 repetições com triplicata 
em cada repetição. * indica diferença estatística entre os complexos de mesma relação 
molar obtidos em pH 3,5 e 7,0 (p<0,05 - Teste t), e letras diferentes indicam diferença 
estatística entre os complexos e o IPS (p<0,05- Teste de Tukey). • indica a determinação do 
composto fenólico na mesma quantidade presente nos complexos, apresentado como média 
± desvio padrão de 3 repetições com triplicata em cada repetição. AC: ácido cafeico; EAC: 
Equivalente de ácido cafeico, EGCG: epigalocatequina galato; EEGCG: Equivalente de 




O método de FRAP mede a capacidade de um antioxidante em transferir 
elétrons para redução do complexo Fe(III)/tripiridiltriazina em Fe(II)/tripiridiltriazina 
(OU et al., 2002). A atividade antioxidante determinada por FRAP das amostras 
isoladas e complexadas está apresentada na Figura 8. 
O IPS apresentou o menor valor de FRAP, 0,48 µM TE/g de amostra, 
mostrando fraca atividade antioxidante da proteína por este mecanismo (HE et al., 
2015a). O AC apresentou alta atividade antioxidante por FRAP, concordando com 
estudo de Kono et al. (1997). Os valores de FRAP do AC-3,5 foram superiores aos 
do AC-7,0 (p<0,05) (Figura 8 A). 
Os valores de FRAP aumentaram com o aumento da relação molar 
IPS:AC. Os complexos IPS:AC-7,0 apresentaram valores de FRAP superiores aos 
dos complexos IPS:AC-3,5 (p<0,05), e a diferença entre os valores das amostras 
nos dois pHs estudados aumentou a medida que a relação IPS:AC aumentou. 
Os complexos IPS:AC-3,5 nas relações 1:0,2 e 1:0,1 apresentaram 
valores de FRAP inferiores à soma dos valores dos componentes isolados, 
sugerindo supressão da atividade antioxidante após a complexação. Os complexos 
IPS:AC-7,0 apresentaram valores de FRAP maiores que a soma dos valores dos 
componentes isolados, sugerindo sinergismo entre os componentes sob essas 
condições. 
A EGCG-3,5 apresentou valores de FRAP superiores aos da EGCG-7,0 
(Figura 8 B). Os valores dos complexos aumentaram à medida que a relação 
IPS:EGCG aumentou. Os complexos IPS:EGCG-3,5 apresentaram valores 
superiores aos do IPS:EGCG-7,0, exceto na relação 1:0,2, sendo que a maior 
variação de resposta foi observada na relação 1:1. 
Os complexos IPS:EGCG-3,5 apresentaram valores de FRAP inferiores à 
soma dos dois componentes isolados, indicando supressão da atividade antioxidante 
após a complexação. Os valores de FRAP dos complexos IPS:EGCG-7,0 foram 
superiores à soma dos dois componentes, sugerindo sinergismo entre os 
componentes sob essas condições. A exceção foi a relação 1:1, que apresentou 





Figura 8 – Atividade antioxidante determinada pelo método de FRAP dos extratos aquosos 
do IPS, compostos fenólicos (AC e EGCG) e complexos IPS:AC (A) e IPS:EGCG (B), em pH 
3,5 e 7,0, nas relações molares (proteína:composto fenólico) 1:1, 1:0,5, 1:0,2 e 1:0,1. 
Resultados apresentados como média ± desvio padrão de 4 repetições com triplicata em 
cada repetição. * indica diferença estatística entre os complexos de mesma relação molar 
obtidos em pH 3,5 e 7,0 (p<0,05 - Teste t), e letras diferentes indicam diferença estatística 
entre os complexos e o IPS (p<0,05 - Teste de Tukey). • indica a determinação do composto 
fenólico isolado na mesma quantidade  presente nos complexos, apresentado como média ± 
desvio padrão de 3 repetições com triplicata em cada repetição. AC: ácido cafeico; EGCG: 
epigalocatequina galato; IPS: isolado proteico de soro de leite; TE: equivalente de Trolox. 
 
O método de ORAC é baseado na desativação do radical peroxila 
(PÉREZ-JIMÉNEZ; SAURA-CALIXTO; PE, 2006). A atividade antioxidante 
determinada por ORAC das amostras isoladas e complexadas está apresentada na 
Figura 9. O valor de ORAC do IPS, 79,73 µmol TE/ g de amostra, apresentou 





Figura 9- Atividade antioxidante determinada pelo método de ORAC dos extratos aquosos 
do IPS, compostos fenólicos (AC e EGCG) e complexos IPS:AC (A) e IPS:EGCG (B), em pH 
3,5 e 7,0, nas relações molares (proteína:composto fenólico) 1:1, 1:0,5, 1:0,2 e 1:0,1. 
Resultados apresentados como média ± desvio padrão de 4 repetições com triplicata em 
cada repetição. * indica diferença estatística entre os complexos de mesma relação molar 
obtidos em pH 3,5 e 7,0 (p<0,05 - Teste t), e letras diferentes indicam diferença estatística 
entre os complexos e o IPS (p<0,05 - Teste de Tukey). • indica a determinação do composto 
fenólico isolado na mesma quantidade presente nos complexos, apresentado como média ± 
desvio padrão de 3 repetições com triplicata em cada repetição. AC: ácido cafeico; EGCG: 
epigalocatequina galato; IPS: isolado proteico de soro de leite; TE: equivalente de Trolox. 
 
O AC-3,5 apresentou valor de ORAC superior ao do AC-7,0 quando na 
mesma quantidade de AC presente nas relações 1:1 e 1:0,5 dos complexos (Figura 
9 A). O aumento da relação IPS:AC não afetou os valores de ORAC dos complexos. 
Os complexos IPS:AC apresentaram valores maiores quando em pH 3,5, entretanto, 
a variação entre os pHs foi de 4 a 11%. A exceção foi a relação 1:0,1 que 
apresentou valores mais elevados quando em pH 7,0. Os complexos IPS:AC 
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apresentaram valores inferiores à soma dos valores dos componentes isolados, 
indicando supressão da atividade antioxidante por ORAC após a complexação. 
A EGCG-3,5 apresentou valores de ORAC superiores aos da EGCG-7,0 
(Figura 9 B). Os valores de ORAC para os complexos IPS:EGCG não aumentaram 
com o aumento da concentração de composto fenólico, apresentando 
comportamento igual ao dos complexos IPS:AC. O complexo IPS:EGCG na relação 
1:0,5 apresentou resultados superiores em pH 7,0, e nas relações 1:0,2 e 1:0,1, 
superiores em pH 3,5 (p<0,05). Valores de ORAC dos complexos IPS:EGCG, em 
ambos os pHs, foram inferiores à soma dos valores dos componentes isolados, 
sugerindo supressão da atividade antioxidante após a complexação. 
De forma geral, o teor de substâncias redutoras e a atividade antioxidante 
apresentaram variações relacionadas ao pH. Essas diferenças podem estar 
associadas às mudanças conformacionais da proteína e às interações formadas 
entre a proteína e AC em função do pH utilizado para a complexação. Em relação à 
proteína, em pH 7,0 a β-Lg, principal componente do IPS, pode sofrer mudança 
conformacional, permitindo maior abertura do cálice e desprotonação de alguns 
aminoácidos que anteriormente estavam escondidos (STOJADINOVIC et al., 2013), 
levando à maior exposição de sítios capazes de transferir elétrons. Por outro lado, 
em pH 3,0, a β-Lg tende a formar octâmeros devido ao predomínio de cargas 
positivas, apresentando maior interação proteína-proteína e menor exposição das 
porções hidrofóbicas (SAWYER; KONTOPIDIS, 2000).  
Os teores de SRRFC e a atividade antioxidante por ORAC dos complexos 
IPS:AC-3,5 foram maiores que dos IPS:AC-7,0, possivelmente devido à maior 
alteração estrutural das proteínas neste pH, conforme observado pela fluorescência 
intrínseca. A atividade antioxidante por FRAP dos complexos IPS:AC-7,0 foi maior 
que do IPS:AC-3,5, confirmando o relatado no estudo de Genaro-Mattos et al. 
(2015). Este aumento da atividade antioxidante pode ser explicado pela dissociação 
dos grupos hidroxila ionizáveis do AC, levando consequentemente à maior 
habilidade de quelação do íon ferro (SILVA et al., 2000).  
Dentre os complexos IPS:EGCG, os valores de SRRFC, FRAP e ORAC 
foram superiores quando obtidos em pH 3,5 do que em pH neutro, o que está de 
acordo com resultados de outros estudos (HE et al., 2015a; ZORILLA et al., 2011), 
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exceto para valores de ORAC em maiores relações molares. A maior atividade em 
pH 3,5 pode estar relacionada à maior estabilidade da EGCG em pH ácido (BAE et 
al., 2009). Estudo de Sang et al. (2007) mostrou que a solução de EGCG foi instável 
em pH 7,2, ocorrendo a formação de diversos produtos de oxidação, o que sugere 
autoxidação do composto fenólico. 
Os complexos IPS:AC e IPS:EGCG foram influenciados pelo pH e 
composto fenólico utilizados na complexação, podendo alterar a exposição e 
disponibilidade de sítios envolvidos nos diferentes mecanismos antioxidantes em 
ambas moléculas. Dependendo das condições de pH e do composto fenólico 
utilizados, os complexos apresentaram aumento ou diminuição da atividade 
antioxidante quando comparado com a soma dos valores dos compostos isolados. O 
aumento da capacidade redutora e atividade antioxidante deve-se ao sinergismo 
entre a proteína e o composto fenólico, devido à mudança conformacional da 
proteína, proporcionando maior exposição dos sítios anteriormente internalizados 
(PELEGRINE; GASPARETTO, 2005). A diminuição, ou supressão, da capacidade 
redutora e atividade antioxidante pode estar relacionada à formação de ligações de 
hidrogênio entre os grupos da proteína e os grupos hidroxila dos compostos 
fenólicos (ARTS et al., 2002; ZORILLA et al., 2011). Esse tipo de interação é comum 
e pode influenciar de diferentes maneiras a atividade antioxidante, diminuindo o 
número de hidroxilas disponíveis para doação de elétrons (KANAKIS et al., 2011). A 
supressão da atividade antioxidante após a complexação também foi relatada em 
outros estudos, por meio da complexação de β-caseína e catequina (ARTS et al., 
2002) e IPS e catequina (HE et al., 2015a). A supressão da atividade antioxidante 
após a complexação pode ocorrer tanto para o composto fenólico quanto para a 
proteína, e esse mascaramento pode depender do tamanho da estrutura fenólica e 
dos grupos acoplados à sua estrutura (ARTS et al., 2002). 
De acordo com Amorati e Valgimigli (2012), tanto em fenólicos simples 
quanto em polifenóis, interações envolvendo os grupos -OH via formação de 
ligações de H são comuns, e, em consequência, é esperado que influencie a 
atividade antioxidante de diferentes maneiras. Interações intramoleculares em 
polifenóis são comuns, grupos –OH podem estar em contato com grupos carboxilo (-
COOH), metoxilo (-O-CH3) e outros grupos –OH. Além disso, o desempenho dos 
polifenóis como antioxidantes geralmente depende da habilidade de transferência de 
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H do composto fenólico para espécies reativas em maior velocidade que a 
propagação de reação em cadeia. 
 
5.3 Caracterização dos complexos após a digestão in vitro e efeito da 
complexação na digestão 
 
A associação de compostos fenólicos com proteínas podem afetar tanto 
as atividades biológicas quanto a biodisponibilidade de ambos (MOSER, 2013). A 
complexação destes dois compostos pode acarretar em mudanças na digestibilidade 
proteica (HE et al., 2015a; LAMOTHE et al., 2014) e diminuição ou aumento da 
atividade antioxidante de ambos os compostos (HE et al., 2015a, 2015b; 
STOJADINOVIC et al., 2013). O estudo da digestão in vitro pode contribuir com 
informações que permitam inferir como será o comportamento desses compostos 
sob condições fisiológicas, onde ambos componentes podem ser alterados, 
dependendo do tipo e natureza das proteínas e compostos fenólicos associados 
(CHEN; LI; TANG, 2015). Além disso, alguns trabalhos indicam que a proteína pode 
funcionar como importante carreador de compostos fenólicos pelo trato 
gastrointestinal, contribuindo para a diminuição de sua degradação (CHEN; LI; 
TANG, 2015; SHPIGELMAN; COHEN; LIVNEY, 2012). 
A atividade antioxidante e capacidade redutora dos complexos obtidos na 
relação molar 1:1 foram as maiores entre as relações estudadas. No entanto, devido 
ao relatado em trabalhos anteriores nos quais foi observada inibição da digestão 
proteica quando em concentrações maiores de compostos fenólicos 
(STOJADINOVIC et al., 2013) ou próximas à relação proteína:composto fenólico  1:1  
(HE et al., 2015a), escolhemos realizar a digestão in vitro dos complexos IPS:AC e 
IPS:EGCG na relação molar IPS:composto fenólico 1:0,5, em pH 3,5 e 7,0. Além 
disso, em relação molar próxima à relação 1:0,5 (proteína:composto fenólico) a 
digestibilidade não foi reduzida, sendo similar a da proteína controle (CAO; XIONG, 
2017).  
Os efeitos das condições do processo digestório, tais como força iônica e 
pH, e das enzimas digestivas foram avaliados separadamente. Para isto, o processo 
de digestão in vitro do IPS, dos compostos fenólicos e dos complexos foi conduzido 
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sem e com adição de enzimas, gerando amostras controles (-c) e digeridas (-d), 
respectivamente.  
A digestibilidade dos complexos IPS:AC e IPS:EGCG está apresentada 
na Figura 10. O IPS apresentou digestibilidade de 83,7%, podendo ser considerada 
uma proteína altamente digerível (HOFFMAN; FALVO, 2004). Os complexos 
avaliados apresentaram valores estatisticamente similares ao do IPS, com exceção 
do complexo IPS:AC-7,0, que apresentou menor valor (p<0,05) sugerindo aumento 
da resistência à digestão proteolítica nessa condição. A redução da digestibilidade 
pode ser devida à presença de compostos fenólicos que podem alterar ou inibir a 
ação das enzimas (CHEYNIER, 2005; JAKOBEK, 2015; OZDAL; CAPANOGLU; 
ALTAY, 2013). A interação direta dos compostos fenólico com as enzimas, 
principalmente a pepsina, pode mudar a conformação e reduzir atividade catalítica 
da enzima (LAMOTHE et al., 2014).  
 
 
Figura 10 – Digestibilidade do IPS e dos complexos IPS:AC e IPS:EGCG, em pH 3,5 e 7,0, 
na relação molar (proteína:composto fenólico) 1:0,5. Resultados apresentados como média 
± desvio padrão de 2 repetições em triplicata. * indica diferença estatística quando 
comparado com o IPS (p<0,05 – Teste de Dunnett). AC: ácido cafeico; EGCG: 
epigalocatequina galato; IPS: isolado proteico de soro de leite. 
 
 
Os perfis eletroforéticos (SDS-PAGE Tricina) das amostras digeridas e 
seus controles estão apresentados na Figura 11. Os perfis do IPS-d, IPS:AC-d e 
IPS:EGCG-d exibiram redução na intensidade das bandas correspondentes às 
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proteínas β-Lg (18,3 kDa) e α-La (14,4 kDa) em comparação aos seus respectivos 
controles, mostrando hidrólise total ou parcial dessas proteínas.  
Os perfis do IPS-d (Figura 11, coluna 2) e do complexo IPS:AC-3,5-d 
(Figura 11, coluna 4) apresentaram maior redução da intensidade da banda da β-Lg 
que os demais complexos (Figura 11, coluna 6, 8 e 10). Mesmo com redução da 
intensidade, a banda da β-Lg nos digeridos continuou visível, indicando que não foi 
totalmente digerida, o que está de acordo com outros estudos (EGGER et al., 2016; 
KOPF-BOLANZ et al., 2012). A banda residual da β-Lg foi mais intensa nos perfis 
dos complexos do que no IPS digerido, o que pode estar relacionado ao aumento da 
resistência intrínseca da β-Lg à degradação proteolítica devido à proteção aos sítios 
de clivagem das enzimas na proteína, conferida pela complexação (STOJADINOVIC 
et al., 2013). Por essa proteína se manter por mais tempo intacta nos fluidos 
gástricos, ela pode ser considerada um carreador de compostos fenólicos na 
passagem pelo trato gastrointestinal  (STOJADINOVIC et al., 2013). 
Nos perfis eletroforéticos do IPS-d e IPS:AC-3,5-d observa-se  
desaparecimento da banda da α-La, porém nos perfis dos demais complexos 
digeridos, esta proteína ainda foi observada como banda de baixa intensidade. Em 
trabalhos realizados por outros autores, a α-La não foi detectada após a digestão, 
tendo sido completamente digerida em 30 minutos pelo suco gástrico (EGGER et al., 
2016; KOPF-BOLANZ et al., 2012). A presença desta banda nos complexos sugere 
resistência à degradação proteolítica, causada pela sua associação com compostos 
fenólicos, similar à resistência sugerida para a β-Lg.  
O perfil eletroforético do complexo IPS:AC-3,5-d apresentou maior 
digestão das proteínas majoritárias (α-La e β-Lg), enquanto que os perfis do IPS:AC-
7,0-d e IPS:EGCG-7,0-d mostraram que houve menor digestão da β-Lg e maior 
presença de peptídeos menores a MM da α-La (entre 6,5 e 14,4 kDa). A menor 
digestibilidade do complexo IPS:AC-7,0 (Figura 11, coluna 6) está em concordância 
com o perfil eletroforético, que apresenta frações proteicas de maior intensidade que 





Figura 11– Perfil eletroforético (SDS-PAGE Tricina) com coloração em prata do IPS e dos 
complexos IPS:AC e IPS:EGCG digeridos, e seus respectivos controles, na relação molar 
(proteína:composto fenólico) 1:0,5, em pH 3,5 e 7,0, após simulação da digestão 
gastrointestinal. (1) IPS-c, (2) IPS-d, (3) IPS:AC-3,5-c, (4) IPS:AC-3,5-d, (5) IPS:AC-7,0-c, 
(6) IPS:AC-7,0-d, (7) IPS:EGCG-3,5-c, (8) IPS:EGCG-3,5-d, (9) IPS:EGCG-7,0-c, (10) 
IPS:EGCG-7,0-d, (11) Controle de enzimas, (12) Padrão de massa molecular (1,42-26,62 
kDa). Aplicação de 20 µL de amostra com concentração de 2,5 mg/mL. O IPS ou complexos 
digeridos (-d) passaram pelo processo de digestão in vitro com adição de enzimas 
gastrointestinais; e seus controles (-c) passaram pelo processo de digestão in vitro sem 
adição de enzimas gastrointestinais. AC: ácido cafeico; EGCG: epigalocatequina galato; 
IPS: isolado proteico de soro de leite. 
 
Os cromatogramas dos compostos fenólicos AC e EGCG após o processo 
de digestão in vitro estão apresentados na Figura 12. Os compostos fenólicos 
utilizados como padrões foram diluídos, em fase móvel, na mesma quantidade  
presente nos complexos, apresentando tempo de retenção de ~17,5 min para o AC 
(Figura 12 A) e ~17,9 min para a EGCG (Figura 12 B). Nos perfis cromatográficos 
dos compostos fenólicos digeridos e seus controles, não foram identificados picos 
com intensidades significantes nos tempos de retenção dos padrões de AC e EGCG. 
Os cromatogramas do IPS e complexos IPS:AC e IPS:EGCG digeridos, e 
de seus respectivos controles estão apresentados na Figura 13. O padrão do IPS 
(Figura 13 A) apresentou perfil cromatográfico similar ao do IPS-c (inserto da Fig.13 
B), IPS:AC-c (inserto da Fig.13 C,D) e IPS:EGCG-c (inserto da Fig.13 E,F), com 





Figura 12 - Cromatogramas (CLAE-FR) com detecção UV a 214 nm do ácido cafeico (AC) e 
epigalocatequina galato (EGCG) em pH 3,5 e 7,0, na mesma quantidade presente no 
complexo proteína:composto fenólico 1:0,5. (A) AC (padrão); (B) EGCG (padrão); (C) AC-
3,5-d (inserto: AC-3,5-c); (D) AC-7,0-d (inserto: AC-7,0-c); (E) EGCG-3,5-d (inserto: EGCG-
3,5-c); (F) EGCG-7,0-d (inserto: EGCG-7,0-c). Os cromatogramas apresentam as amostras 
digeridas (-d), que passaram pelo processo de digestão in vitro com adição de enzimas 
gastrointestinais; e os insertos apresentam seus respectivos controles (-c), que passaram 
pelo processo de digestão in vitro sem adição de enzimas gastrointestinais. As setas 
indicam o tempo de retenção dos compostos fenólicos- AC ou EGCG. AC: ácido cafeico; 




No cromatograma do complexo IPS:AC-7,0-c observou-se maior 
intensidade do pico referente ao AC do que no complexo IPS:AC-3,5-c. O 
cromatograma do complexo IPS:EGCG-3,5-c apresentou pico de maior intensidade 
no tempo de retenção do padrão da EGCG do que o complexo IPS:EGCG-7,0-c. 
Esses resultados indicam que o AC e EGCG  podem ser encontrados em maiores 
proporção quando em pH neutro e ácido, respectivamente. De acordo com Green et  
al. (2007), após a digestão gástrica e intestinal do chá verde, 87% da catequina foi 
perdida, mostrando que o pH intestinal (6,0 – 8,0) favoreceu as reações de 
degradação das catequinas. A presença de oxigênio residual nos órgãos internos 
(BAE et al., 2009), e a presença de espécies reativas de oxigênio da função 
digestiva normal, também podem facilitar reações como epimerização e auto-
oxidação dos compostos fenólicos no lúmen intestinal (GREEN et al., 2007). Cabe 
ressaltar que nas condições in vitro, a presença de oxigênio residual é maior que nos 
órgãos internos, podendo facilitar a auto-oxidação da EGCG (BAE et al., 2009). 
Entretanto, em nosso estudo, picos relativos aos compostos fenólicos, identificados 
a partir dos padrões utilizados (Figura 12 A e B), foram observados em maiores 
proporções no IPS:AC-c e IPS:EGCG-c (insertos da Figura 13 C,D,E,F) do que no 
AC-c e EGCG-c, sugerindo que a complexação favoreceu a proteção dos compostos 
fenólicos, mesmo após serem submetidos às mudanças de pH no processo 
gastrointestinal. 
 Os perfis cromatográficos do IPS e dos complexos digeridos 
apresentaram maior número de picos em menores tempos de retenção (<16 min), 
quando comparado aos dos seus respectivos controles, indicando liberação de 
peptídeos menores e mais hidrofílicos. Após a digestão enzimática, os complexos 
apresentaram perfis de peptídeos diferentes quando comparados com do IPS, o que 
pode estar relacionado às diferenças estruturais assumidas após a complexação. Os 
cromatogramas dos complexos IPS:AC-7,0-d e IPS:EGCG-d, obtidos em ambos 
pHs, apresentaram maior número de picos do que o IPS-d nos tempos de retenção 
superiores a 16 min, indicando a presença de peptídeos de menor hidrofilicidade.  
A análise dos perfis cromatográficos somada ao observado nos perfis 
eletroforéticos do IPS e dos complexos sugerem que o composto fenólico e pH 
utilizados na complexação acarretaram em diferente padrão de clivagem pelas 
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enzimas, levando a geração de perfis de peptídeos diferentes, podendo ser um fator 
interessante para a expressão da bioatividade da proteína.  
 
Figura 13 - Cromatogramas (CLAE-FR) com detecção UV a 214 nm dos complexos IPS:AC 
e IPS:EGCG, em pH 3,5 e 7,0, na relação proteína:composto fenólico 1:0,5. (A) IPS 
(padrão); (B) IPS-d (inserto: IPS-c); (C) IPS:AC-3,5-d (inserto: IPS:AC-3,5-c); (D) IPS:AC-
7,0-d (inserto: IPS:AC-7,0-c); (E) IPS:EGCG-3,5-d (inserto: IPS:EGCG-3,5-c); (F) 
IPS:EGCG-7,0-d (inserto: IPS:EGCG-7,0-c). Os cromatogramas apresentam as amostras 
digeridas (-d), que passaram pelo processo de digestão in vitro com adição de enzimas 
gastrointestinais; e os insertos apresentam seus respectivos controles (-c), que passaram 
pelo processo de digestão in vitro sem adição de enzimas gastrointestinais. As setas 
indicam o tempo de retenção dos compostos fenólicos- AC ou EGCG. AC: ácido cafeico; 
EGCG: epigalocatequina galato; IPS: isolado proteico de soro de leite. 
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5.3.2 Avaliação do teor de substâncias redutoras e atividade 
antioxidante do IPS e compostos fenólicos, isolados e complexados, após a 
digestão in vitro 
 
Os teores de SRRFC das amostras digeridas e seus respectivos controles 
após a digestão in vitro estão apresentados na Figura 14. O IPS-d apresentou teor 
de SRRFC superior ao do IPS-c devido à liberação de peptídeos menores e 
consequente exposição de aminoácidos antioxidantes que anteriormente estavam 
internalizados na estrutura da molécula (ELIAS; KELLERBY; DECKER, 2008).  
O teor de SRRFC do AC apresentou variação entre os pHs apenas nos 
controles, onde o teor do AC-3,5-c foi superior ao do AC-7,0-c (Figura 14 A). O 
complexo IPS:AC-7,0-c apresentou teor superior ao do IPS:AC-3,5-c (p<0,05), 
entretanto a variação foi apenas de 4,5%. Assim como observado para o IPS, os 
teores de SRRFC dos complexos digeridos foram cerca de 40% superiores aos dos 
seus respectivos controles. Os complexos IPS:AC-d-3,5 e IPS:AC-d-7,0 não 
apresentaram diferença entre si (p>0,05).  
 Os complexos IPS:EGCG-3,5-c e IPS:EGCG-7,0-c não apresentaram 
diferença significativa (Figura 14 B). Assim como observado para o IPS e IPS:AC, os 
complexos IPS:EGCG-d apresentaram aumento do teor de SRRFC, de 30 e 35% em 
relação aos seus controles em pH 3,5 e 7,0, respectivamente. Embora o valor de 
SRRFC do complexo IPS:EGCG-7,0-d tenha sido superior ao do IPS:EGCG-3,5-d 
(p<0,05), a variação foi apenas de 4%. 
Os complexos IPS:AC e IPS:EGCG digeridos apresentaram teores de 
SRRFC inferiores à soma dos teores obtidos para os componentes isolados- IPS e 
composto fenólico- também submetidos ao processo de digestão. Esse resultado 
sugere que houve supressão da capacidade redutora devido à complexação destes 





Figura 14 – Teor de substâncias redutoras do reagente de Folin-Ciocalteu (SRRFC) do IPS 
e dos complexos IPS:AC (A) e IPS:EGCG (B), em pH 3,5 e 7,0, e seus respectivos 
controles, na relação molar proteína:composto fenólico 1:0,5, após a digestão in vitro. 
Resultados apresentados como média ± desvio padrão, de 4 repetições com triplicata em 
cada repetição. * indica diferença estatística entre os pHs de um mesmo complexo (controle 
ou digerido) (p<0,05 - Teste t) e letras diferentes indicam diferença estatística entre os 
complexos e o IPS digeridos, e seus controles (p<0,05 - Teste de Tukey). • indica a 
determinação do composto fenólico isolado na mesma quantidade  presente nos complexos, 
apresentado como média ± desvio padrão de 3 repetições com triplicata em cada repetição. 
As amostras digeridas (-d) passaram pelo processo de digestão in vitro com adição de 
enzimas gastrointestinais; e os respectivos controles (-c) passaram pelo processo de 
digestão in vitro sem adição de enzimas gastrointestinais. AC: ácido cafeico; EAC: 
equivalente de ácido cafeico, EEGCG: equivalente de epigalocatequina galato, EGCG: 
epigalocatequina galato; IPS: isolado proteico de soro de leite. 
 
A atividade antioxidante por FRAP das amostras após o processo de 
digestão in vitro está apresentada na Figura 15. Entre as amostras analisadas, o 
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IPS-d e IPS-c apresentaram os menores valores, indicando que a proteína tanto 
intacta quanto hidrolisada apresentou baixa atividade antioxidante pelo mecanismo 
de transferência de elétrons. O IPS-d apresentou maior valor do que o IPS-c 
(p<0,05) devido à hidrólise das proteínas.  
O AC-7,0-c apresentou maior valor de FRAP do que o AC-3,5-c, indicando 
maior atividade deste composto fenólico em pH 7,0, explicado pela dissociação dos 
grupos hidroxila ionizáveis deste composto fenólico quando em pH próximo da 
neutralidade (GENARO-MATTOS et al., 2015).  
O complexo IPS:AC-7,0-c apresentou aumento de 33% da atividade 
antioxidante por FRAP em relação ao complexo IPS:AC-3,5-c (p<0,05). Os 
complexos IPS:AC-d apresentaram aumento da atividade antioxidante, de 32 e 27% 
em pH 3,5 e 7,0, respectivamente, em relação aos seus respectivos controles 
(p<0,05), mostrando novamente que a hidrólise gastrointestinal favoreceu o aumento 
da atividade antioxidante. O complexo IPS:AC-7,0-d apresentou atividade 
antioxidante por FRAP maior que o IPS:AC-3,5-d, com aumento de 23%.  
A EGCG-7,0-d e EGCG-7,0-c apresentaram valores de FRAP superiores 
ao da EGCG-3,5 digerida e controle, respectivamente (Figura 15 B). A digestão 
enzimática dos complexos IPS:EGCG não resultou em aumento da atividade 
antioxidante em relação aos seus controles. O complexo IPS:EGCG-3,5-d 
apresentou atividade antioxidante 28% maior que o complexo IPS:EGCG-7,0-d. A 
maior atividade do complexo IPS:EGCG obtido em pH 3,5 em relação aos obtidos 
em pH 7,0, pode estar relacionada à maior estabilidade deste fenólico em pH ácido e 
instabilidade em pHs próximos da neutralidade (SANG et al., 2007).  
Os complexos IPS:AC e IPS:EGCG digeridos e seus respectivos 
controles, apresentaram resultados de FRAP superiores quando comparado à soma 
dos valores dos componentes isolados, que passaram ou não pelo processo de 






Figura 15 - Atividade antioxidante determinada pelo método de FRAP do IPS e dos 
complexos IPS:AC (A) e IPS:EGCG (B), em pH 3,5 e 7,0, e seus respectivos controles, na 
relação molar proteína:composto fenólico 1:0,5, após a digestão in vitro. Resultados 
apresentados como média ± desvio padrão de 4 repetições com triplicata em cada 
repetição. * indica diferença estatística entre os pHs de um mesmo complexo (controle ou 
digerido) (p<0,05 - Teste t) e letras diferentes indicam diferença estatística entre o IPS e 
complexos digeridos, e seus controles (p<0,05 - Teste de Tukey). • indica a determinação do 
composto fenólico isolado na mesma quantidade presente nos complexos, apresentado 
como média ± desvio padrão de 3 repetições com triplicata em cada repetição. As amostras 
digeridas (-d) passaram pelo processo de digestão in vitro com adição de enzimas 
gastrointestinais; e os respectivos controles (-c) passaram pelo processo de digestão in vitro 
sem adição de enzimas gastrointestinais.  AC: ácido cafeico; EGCG: epigalocatequina 
galato; IPS: isolado proteico de soro de leite, TE: equivalente de Trolox. 
 
A atividade antioxidante determinada por ORAC das amostras após o 
processo de digestão in vitro está apresentada na Figura 16. O IPS-d apresentou 
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valor superior ao do IPS-c, indicando maior atividade antioxidante da proteína após a 
hidrólise enzimática (ALOGLU, 2013), concordando com estudo que apresentou os 
hidrolisados quimotrípticos da β-Lg como antioxidantes mais eficientes que a β-Lg 
nativa (ELIAS et al., 2006).  
 
 
Figura 16- Atividade antioxidante determinada pelo método de ORAC do IPS e dos 
complexos IPS:AC (A) e IPS:EGCG (B), em pH 3,5 e 7,0, e seus respectivos controles, na 
relação molar proteína:composto fenólico 1:0,5, após a digestão in vitro. Resultados 
apresentados como média ± desvio padrão de 4 repetições com triplicata em cada 
repetição. * indica diferença estatística entre os pHs de um mesmo complexo (p<0,05- Teste 
t) e letras diferentes indicam diferença estatística entre os complexos e o IPS digeridos, e 
seus controles (p<0,05- Teste de Tukey). • indica a determinação do composto fenólico 
isolado na mesma quantidade  presente nos complexos, apresentado como média ± desvio 
padrão de 3 repetições com triplicata em cada repetição. As amostras digeridas (-d) 
passaram pelo processo de digestão in vitro com adição de enzimas gastrointestinais; e os 
respectivos controles (-c) passaram pelo processo de digestão in vitro sem adição de 
enzimas gastrointestinais. AC: ácido cafeico; EGCG: epigalocatequina galato; IPS: isolado 
proteico do soro do leite, TE: Equivalente de Trolox. 
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Os valores de ORAC do AC-7,0 foram superiores aos do AC-3,5. O 
IPS:AC-3,5-c apresentou valor de ORAC superior ao do IPS:AC-7,0-c (p<0,05) 
(Figura 16 A). O complexo IPS:AC-3,5-d não apresentou diferença estatística 
quando comparado ao seu controle (p>0,05), mostrando que a hidrólise não 
interferiu na expressão da atividade antioxidante. Entretanto, para o complexo 
IPS:AC-7,0-d, o resultado foi superior ao seu controle (p<0,05). O complexo IPS:AC-
3,5-d apresentou valor de ORAC superior ao do IPS:AC-3,5-d (p<0,05). 
A EGCG não apresentou diferenças importantes em relação ao pH, 
entretanto, quando a EGCG-c foi comparada com EGCG-d, nos pHs 3,5 e 7,0, 
valores 2 e 1,4 vezes maiores foram observados, respectivamente (Figura 16 B).  
A  diferença do valor de ORAC entre os complexos IPS:EGCG  digeridos 
e seus respectivos controles foram pequenas, entre 2 e 7%, sendo significativas 
apenas para os complexos IPS:EGCG-3,5 (p<0,05). 
Os complexos IPS:AC e IPS:EGCG digeridos e controles apresentaram 
valores inferiores à soma dos valores dos componentes isolados quando nas 
mesmas condições, com e sem adição de enzimas, respectivamente, indicando 
supressão da atividade antioxidante por ORAC devido à complexação.  
Após o processo de digestão in vitro, a EGCG-c apresentou coloração 
mais escura que os complexos IPS:EGCG possivelmente devido aos produtos da 
degradação da catequina, que possuem coloração marrom/amarela (SHPIGELMAN; 
ISRAELI; LIVNEY, 2010). De acordo com Ananingsih, Sharma e Zhou (2013), a 
estabilidade da catequina é influenciada pela concentração do oxigênio, a presença 
de radicais livres assim como por íons de metais, podendo ser drasticamente 
degradada dependendo das condições em que se encontra. 
Stojadinovic et al. (2013a) observou que as alterações que ocorrem no 
trato gastrointestinal podem afetar a afinidade de ligação dos compostos fenólicos a 
proteína. A β-Lg, por exemplo, possui conformação altamente dependente do pH e 
da força iônica da solução em que se encontra. Próximo do pH 3, a β-Lg  se 
dimeriza com poucas alterações em sua estrutura. Em pH 6,5 se encontra em 
conformação nativa mais compacta, sem alterações significantes na estrutura 
secundária. Em pH de 6,9 - 7,5 a conformação da β-Lg se modifica, permitindo maior 
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abertura do cálice e alguns aminoácidos que anteriormente estavam escondidos são 
desprotonados (STOJADINOVIC et al., 2013). Interações entre proteínas do leite e 
compostos fenólicos podem se dissociar parcialmente durante a digestão, mas 
novas interações podem ocorrer entre o composto fenólico e os peptídeos liberados 
pela digestão (DUPAS et al., 2006b). 
De maneira geral, após a simulação da digestão gastrointestinal, os 
complexos IPS:AC-d apresentaram valores de SRRFC similares quando em pH 3,5 
e 7,0. Para atividade antioxidante determinada por FRAP, os complexos IPS:AC 
apresentaram valores superiores quando obtidos em pH 7,0. Em pH ácido a 
complexação com  AC pode ser menos favorável pois em pH abaixo do  pKa do 
grupo carboxílico uma baixa quantidade dos grupos catecol são desprotonados. Em 
pH mais elevado, a desprotonação dos grupos catecol favorece a quelação do íon 
ferro e consequentemente melhorando a capacidade do AC em inibir a formação de 
EROS (GENARO-MATTOS et al., 2015). Quando a atividade antioxidante foi 
determinada por ORAC, o complexo IPS:AC-3,5-d apresentou resultado superior ao 
do IPS:AC-7,0, indicando que quando obtido em pH ácido, o complexo apresentou 
maior capacidade de transferência de H.  
Para o complexo IPS:EGCG, a atividade antioxidante determinada por 
FRAP e ORAC apresentou respostas superiores quando obtidos em pH 3,5, 
podendo estar relacionada à estabilidade deste fenólico em condições de pH ácido e 
instabilidade em pH próximo da neutralidade (SANG et al., 2007). 
Foi possível observar que após o processo de digestão in vitro houve 
aumento da capacidade redutora e antioxidante dos complexos, confirmando que 
com a digestão proteolítica pode aumentar a atividade antioxidante da proteína 
(ELIAS; KELLERBY; DECKER, 2008) e que os compostos fenólicos podem ser 
liberados e sua bioatividade recuperada, como foi proposto em estudo com a EGCG 







6  Conclusão 
 
Neste estudo, proteínas do isolado de soro de leite foram complexadas 
com AC e EGCG em pH 3,5 e 7,0. A formação dos complexos foi comprovada pela 
redução da intensidade da fluorescência quando ambos os compostos fenólicos 
foram associados ao IPS, além de red shift significativo para os complexos IPS:AC, 
indicando mudança conformacional da proteína. Os complexos IPS:EGCG, 
independente do método avaliado e do processo de digestão gastrointestinal, 
apresentaram resultados de SRRFC, FRAP e ORAC superiores quando obtidos em 
pH 3,5. A complexação do IPS com AC ou EGCG na relação molar 1:0,5 
(proteína:composto fenólico) não afetou significativamente a digestibilidade proteica, 
exceto para o complexo IPS:AC-7,0, indicando resistência proteolítica nesta 
condição. Os resultados de CLAE-FR sugeriram que os compostos fenólicos, 
quando nos complexos com IPS, foram protegidos da degradação nas condições da 
digestão in vitro.  
Os resultados deste trabalho revelam que a associação das proteínas do 
isolado de soro de leite com AC e EGCG promoveu a complexação deste 
compostos, e melhorou a estabilidade dos compostos fenólicos no ambiente 
gastrointestinal simulado. As proteínas do soro de leite e os compostos fenólicos 
apresentam vários benefícios à saúde, sendo que os efeitos dos compostos 
fenólicos precisam ser preservados para a garantia de suas propriedades.  
A complexação proteína-composto fenólico pode ser uma alternativa 
interessante para a obtenção de produtos alimentares potencialmente antioxidantes, 
devido ao crescimento da demanda por produtos com propriedades funcionais. 
Entretanto, mais estudos precisam ser realizados para investigar o efeito 
e a contribuição da associação desses dois compostos fenólicos à proteína do 
isolado de soro de leite. Próximos passos poderiam incluir caracterização detalhada 
sobre o perfil de peptídeos gerados através da complexação destes compostos, 
além da investigação da absorção e metabolismo das células epiteliais intestinais 
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